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RESUMEN 
 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii y Staphylococcus sciuri se 
encuentran clasificados dentro del grupo de los Estafilococos Coagulasa Negativos 
(ECN). Los ECN están entre los principales agentes causales de enfermedades asociadas 
a la atención de la salud, principalmente bacteriemias relacionadas con el uso de catéter. 
El principal factor de virulencia descrito para los ECN es la capacidad de producir 
biopelícula, en donde su formación está asociada a la colonización de dispositivos 
médicos y a un incremento en la resistencia a los antibióticos. El objetivo de este trabajo 
fue caracterizar la formación de biopelícula, los genes asociados a esta producción, la 
resistencia a meticilina, el tipo de SCCmec, la relación genética de los aislamientos y la 
determinación del perfil de susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas y de 
biopelícula en aislamientos clínicos de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. El estudio incluyó 
a 67 aislados de S. hominis, 23 S. cohnii y 11 S. sciuri provenientes de especímenes 
clínicos. La resistencia a la meticilina se evaluó con la prueba de disco de cefoxitina. La 
detección del gen mecA y SCCmec se realizó por PCRs múltiples. La relación genética se 
determinó por electroforesis en gel de campos pulsados. La formación de biopelícula se 
evaluó por tinción con violeta cristal y se determinó el índice de biopelículas (IB). La 
susceptibilidad a los antibióticos de las células planctónicas (concentración mínima 
inhibitoria, CMI) y las células del biopelícula (concentración mínima de erradicación de 
biopelícula, CMEB) se determinaron por el método de dilución en caldo. Los resultados 
indicaron que más del 85% de los aislamientos fueron resistentes a la meticilina y 
presentaron el gen mecA positivo. De los aislamientos mecA positivos, más del 66% 
presentaron un tipo de SCCmec diferente al descrito para S. aureus. La clonalidad en 
general fue baja, pero se detectaron al menos tres clonas en cada especie, las cuales 
incluyeron de dos a ochos aislamientos. Más del 80% de los aislamientos se clasifica ron 
como productores de biopelícula y el 91% de los aislamientos de S. hominis presentaron 
una fuerte producción de esta. Más del 60% de los aislamientos presentaron el gen icaD. 
Se observó que a mayor IB, mayor fue el valor de CMEB respecto al de CMI para 
amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina, ciprofloxacina y cloranfenicol. En 
conclusión, los aislamientos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii y 
Staphylococcus sciuri presentaron una frecuencia alta de resistencia a meticilina y a otros 
antibióticos. La mayoría de los tipos de SCCmec detectados fueron diferentes a los 
descritos para S. aureus. Se encontró baja clonalidad. Los resultados indican que las tres 
especies son formadoras de biopelícula y S. hominis es un productor fuerte. La producción 
de biopelícula se asoció con un incremento en la resistencia a los antibióticos. 
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ABSTRACT 
 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus and Staphylococcus cohnii sciuri are 
classified in the group of Coagulase-Negative Staphylococci (CoNS). CoNS are 
associated with health care infections, mainly bacteremia associated with catheter. The 
major virulence factor described for CoNS is the ability to produce biofilm. Biofilm 
production is associated with the colonization of medical devices and an increase in 
antibiotic resistance. The aim of this study was to characterize the biofilm formation, 
genes associated with this production, methicillin resistance, SCCmec type, genetic 
relatedness and antibiotic susceptibility in planktonic cells and biofilm cells in clinica l 
isolates of S. hominis, S. cohnii and S. sciuri. The study included 67 S. hominis, S. cohnii 
23 and 11 S. sciuri isolates from clinical specimens. Methicillin resistance was evaluated 
by the cefoxitin disk test. mecA and SCCmec were detected by PCR multiplex. Genetic 
relatedness was determined by pulsed field gel electrophoresis. Biofilm formation was 
assessed by crystal violet staining and biofilm index (IB) was determined. The antibiot ic 
susceptibility of planktonic cells (minimum inhibitory concentration, MIC) and biofilm 
cells (minimum biofilm eradication concentration, MBEC) were determined by the broth 
dilution method. More than 85% of the isolates were resistant to methicillin and mecA 
gene positive. mecA positive isolates. Among mecA-positive isolates, the 66% presented 
SCCmec non-typeable. In the main, the clonality was low, however at least three clones 
were found in each species, which included two to eight isolates. Over 80% of isolates 
were classified as biofilm producers and S. hominis presented 91% of the isolates as strong 
producers. Over 60% of the isolates presented the icaD gene. Higher BI and MBEC values 
than the MIC values were observed for amikacin, vancomycin, linezolid, oxacillin, 
ciprofloxacin, and chloramphenicol. In conclusion, S. hominis, S. cohnii and S. sciuri 
presented a high rate of resistance to methicillin and other antibiotics. Most of the detected 
SCCmec types were different than those described for S. aureus. isolates indicated low 
clonality. The results indicate that the three species are biofilm producers and S. hominis 
is a strong producer. Biofilm production is associated with increased antibiotic resistance. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii y Staphylococcus sciuri se 
encuentran clasificados dentro del grupo de los Estafilococos Coagulasa Negativos 
(ECN). Los ECN están entre los principales agentes causales de un amplio espectro de 
infecciones nosocomiales, entre las que se encuentran la endocarditis, osteomielit is, 
endoftalmitis posquirúrgica, y bacteriemias; todas ellas asociadas principalmente al uso 
de dispositivos médicos como catéteres intravenosos, de diálisis peritoneal, válvulas 
cardiacas, entre otros (Casey et al. 2007; Rogers et al. 2009). Los centros para el control 
y prevención de enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos 
reportaron en 2008 que los ECN fueron el grupo de microorganismos aislados con mayor 
frecuencia en distintas infecciones nosocomiales (Hidron et al. 2008; Magill et al. 2014). 
 
El principal factor de riesgo que predispone a una infección causada por alguna 
especie de los ECN es el uso de dispositivos médicos. Los pacientes con cáncer tienen 
predisposición a presentar una infección por este microorganismo, debido al uso constante 
de dispositivos que son necesarios para la administración de quimioterapia. En general, 
todos los individuos con un sistema inmunológico deficiente como los neonatos, pacientes 
trasplantados o con patologías propias del sistema inmune están en riesgo de cursar por 
una infección causada por alguna especie de ECN (Becker et al. 2014).  
 
En la literatura no se cuenta con reportes de estudios sobre los factores de virulenc ia 
específicamente de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri; sin embargo, existen trabajos donde 
se investigaron los factores de virulencia, de manera conjunta entre las especies de los 
ECN, en los que se determinó que este grupo de microorganismos es capaz coloniza r, 
lesionar y destruir los tejidos del hospedero, además de evadir la respuesta primaria del 
sistema inmunológico y producir moléculas de adhesión asociadas a la fijación del 
microorganismo hacia ciertas proteínas de la célula hospedadora (Rogers et al. 2009). 
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Cabe destacar que el principal factor de virulencia descrito para los ECN es la capacidad 
de producir biopelícula. Este factor de virulencia permite la adhesión de los 
microrganismos hacia los materiales de los que están hechos los dispositivos médicos,  
como el poliestireno y la acumulación de células bacterianas así como a la nutrición de 
las mismas (Becker et al. 2014; Osman et al. 2015). El nivel de producción de biopelícula 
de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri aún no ha sido definido en la literatura. 
 
Uno de los problemas que dificulta el tratamiento de las infecciones por los ECN, 
es la elevada frecuencia de resistencia a los antibióticos. La resistencia a meticilina y a un 
amplio número de antibióticos en los ECN se asocia a la presencia de un fragmento de 
DNA exógeno llamado casete cromosómico estafilocócico mec. Se ha reportado la 
presencia del SCCmec en los ECN con una frecuencia a nivel mundial del 75% al 90% 
(Hanssen y Ericson Sollid 2006; Zong et al. 2011).  
 
La formación de biopelícula además de asociarse con la colonización de dispositivos 
médicos, también se ha asociado a un incremento en la resistencia a los antibióticos, este 
hecho se ha reportado en algunas especies bacterianas incluidas algunas de ECN (Hoiby 
et al. 2010; Qu et al. 2010; Sommerfeld Ross et al. 2012).  
 
Algunos estudios reportaron que la resistencia a los antibióticos en células 
formadoras de biopelícula es de 100 a 1000 veces mayor que en células planctónicas de 
bacterias Gram negativas (Davies 2003; Tre-Hardy et al. 2008; Hoiby et al. 2010). El 
tratamiento con antibióticos basado en los resultados de las pruebas de susceptibilidad in 
vitro diseñados para las células planctónicas, en ocasiones no logra erradicar las 
infecciones por ECN productores de biopelícula, resultando en infecciones crónicas y la 
necesidad de retirar los dispositivos médicos colonizados en donde algunos requieren 
extirpación quirúrgica. Por lo tanto, para este tipo de infecciones sería más apropiado 
basar el tratamiento en los perfiles de susceptibilidad de los ECN dentro de la biopelícula 
(Qu et al. 2010; Sommerfeld Ross et al. 2012). 
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2. ANTECEDENTES 
 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii y Staphylococcus sciuri 
 
2.1 Generalidades y antecedentes históricos  
 
S. hominis, S. cohnii y S. sciuri son especies bacterianas de relevancia clínica a nivel 
nosocomial y se encuentran clasificadas dentro del grupo de los ECN. Este grupo de 
microorganismos incluye actualmente más de 40 especies; sin embargo, solo algunas 
tienen importancia médica, entre las cuales se encuentran Staphylococcus epidermidis, S. 
haemolyticus, S. hominis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. sciuri, S. lugdunensis y S. 
warneri.  
 
S. hominis y S. cohnii fueron descritos por primera vez en 1975 y S. sciuri fue 
descrito en 1976 por Kloos, y Schleifer tras algunos trabajos de investigación sobre la 
microbiota de piel de humanos (Kloos y Schleifer 1975; Schleifer 1975; Kloos 1976). En 
1980, estos mismos investigadores reportaron a S. hominis como la segunda especie de 
ECN más abundante en la piel de humanos sanos, precedido solo por S. epidermidis 
(Kloos 1980). En 1998, se describieron dos subespecies para este microorganismo: S. 
hominis subsp. hominis y S. hominis subsp. novobiosepticus, en donde para esta última 
surgió la hipótesis de presentar una mayor resistencia a los antibióticos (Kloos et al. 1998).  
 
Para S. cohnii también se han descrito dos subespecies de importancia médica: S. 
cohnii subsp. cohnii y S. cohnii subsp. urealyticum, siendo esta última la asociada con 
mayor frecuencia a infecciones intrahospitalarias complicadas debido a la resistencia a los 
antibióticos (Schleifer 1975; Zong y Lu 2010).  
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S. sciuri fue considerado por muchos años como un patógeno oportunista de 
animales principalmente de granja. Sin embargo, en la última década el incremento de 
infecciones asociadas al cuidado de la salud causadas por este microorganismo han 
generado un mayor número de investigaciones de esta especie. Se han descrito dos 
subespecies: S. sciuri subsp. sciuri y S. sciuri subsp. lentus, ésta última reconocida 
principalmente como reservorio de genes de resistencia a los antibióticos y común en 
animales de granja (Kloos 1976; Couto et al. 1996; Couto et al. 2000; d'Azevedo et al. 
2008).  
 
2.2 Características microbiológicas y hábitat  
 
Las especies incluidas en el grupo de los ECN comparten características fenotípicas 
que los identifican como cocos Gram positivos de aproximadamente 1.3 m de diámetro, 
son catalasa positivos, coagulasa negativos y con excepción de S. sciuri son oxidasa 
negativos (Becker et al. 2014). Para su cultivo no se requieren de nutrientes especiales, 
crecen bien en condiciones aeróbicas y en agar sangre, forman colonias circulares,  
cremosas, blanquecinas, de bordes regulares y textura lisa, generalmente de 1-2 mm de 
diámetro, tras una incubación de 24 h  a 37ºC (Kloos y Schleifer 1975; Casey et al. 2007). 
S. hominis, S. cohnii y S. sciuri comparten las características ya mencionadas; sin 
embargo, la observación del Gram, del desarrollo colonial y de las pruebas bioquímicas 
marcan las diferencias entre estas tres especies tal como se describe a continuac ión 
(Becker et al. 2014). 
 
S. hominis. En la tinción de Gram las células se observan como cocos Gram 
positivos, de 1.0 a 1.5 µm de diámetro, inmóviles, no formadoras de esporas, con un 
arreglo predominante en tétradas y ocasionalmente en pares. Las colonias en un agar 
sangre se observan ligeramente elevadas del centro, y con la edad por lo general 
desarrollan un borde biselado con mayor elevación en el centro. Las colonias son de 3 a 4 
mm de diámetro, lisas, sin brillo y pueden presentar un ligero pigmento amarillento o gris -
blanco. Las colonias más antiguas (2-6 días) presentan anillos concéntricos con 
pigmentación oscura. El desarrollo como anaerobio facultativo es limitado ya que solo un 
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bajo porcentaje de las cepas son viables en condiciones anaeróbicas. En aerobiosis este 
microorganismo produce rápidamente ácido a partir de glucosa, fructosa, maltosa, 
sacarosa y glicerol. El 90% de las cepas producen ácido a partir de trealosa, el 81% a partir 
de turanosa, 60% a partir de lactosa, 52% partir de galactosa, y 51% de melezitosa. Solo 
el 7% de las cepas producen ácido a partir de manitol, y 10% a partir de manosa. Esta 
especie no produce ácido a partir de ramnosa, xilosa, arabinosa, ribosa, gentiobiosa, 
celobiosa, xilitol, sorbitol, inositol, salicina, adonitol, dulcitol, arabitol, eritritol, eritrosa, 
rafinosa, melibiosa, fucosa, tagatosa, lixosa, o sorbosa. S. hominis presenta resistencia a 
la lisozima y son ligeramente resistentes a la lisostafina (CMI: 100 a 200 µg/mL)(Kloos y 
Schleifer 1975). 
 
S. cohnii. En la tinción de Gram, se observan cocos Gram positivos de 0.5 a 1.2 µm 
de diámetro, predominantemente por separado o en pares, las tétradas se encuentran con 
frecuencia baja. Son células inmóviles y no formadoras de esporas. Las colonias son 
ligeramente convexas y algunas pueden presentar centros deprimidos, circulares de 4.0 a 
7.5 mm de diámetro, textura lisa, brillante y por lo general sin pigmento. El 24 % de las 
cepas puede desarrollarse en condiciones de anaerobiosis. Todas las cepas crecen bien en 
los medios que contiene hasta 10% de NaCl y un 64% de las cepas no tolera un 15% de 
NaCl. Todas las cepas presentan capacidad para crecer desde los 15°C hasta los 45°C; 
solamente un 7% de las cepas no puede crecer a 45°C. El 31% de las cepas ha demostrado 
una actividad hemolítica débil y el 55% de las cepas no produce hemólisis. Alrededor del 
20% de las cepas producen débilmente fosfatasa y el 38% muestra actividad bacteriolítica. 
Todas las cepas producen ácido a partir de glucosa, fructosa, trehalosa, y glicerol en 
condiciones aeróbicas. Alrededor del 80% de las cepas produce ácido a partir de manosa, 
maltosa, y manitol. Algunas cepas producen ácido a partir de la lactosa (31%) y xilito l 
(38%). Muy pocas cepas pueden producir ácido a partir de sacarosa (12%) o galactosa 
(10%). S. cohnii no produce ácido a partir de ramnosa, xilosa, arabinosa, ribosa, turanosa, 
gentiobiosa, celobiosa, melezitosa, sorbitol, inositol, salicina, adonitol, dulcitol, arabitol, 
eritritol, eritrosa, rafinosa, melibiosa, fucosa, tagatosa, lixosa, o sorbosa. Todas las cepas 
son susceptibles a lisostafina y resistentes a la lisozima (Schleifer 1975). 
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S. sciuri. En la tinción de Gram se observan cocos Gram positivos de 0.7 a 1.2 µm 
de diámetro, no móviles, y no formadores de esporas, generalmente de manera individua l, 
en pares o tétradas. Las tétradas de células se observan con mayor frecuencia en S. sciuri 
subsp. lentus. Las colonias de las dos subespecies son diferentes. S. sciuri subsp. sciuri en 
un agar P desarrolla colonias de 7 a 11 mm de diámetro, circulares, lisas, brillantes y las 
colonias envejecidas presentan elevación del centro. El borde de las colonias del 86% de 
las cepas es ligeramente ondulado. La mayoría de las colonias presenta un color gris -
blanco a amarillento. El pigmento se intensifica considerablemente durante el crecimiento 
a temperaturas bajas (15 a 20°C). Las colonias de S. sciuri subsp. lentus son más pequeñas  
(2.2 a 3 mm de diámetro), circulares, lisas, brillantes, de apariencia húmeda y convexas. 
El borde de las colonias del 67% de las cepas fue ligeramente ondulado. Todas las cepas 
presentan colonias color blanco grisáceo. El crecimiento de S. sciuri. subsp sciuri en 
condiciones aeróbicas se presenta en todas las cepas, y el 91% de las cepas pueden 
desarrollarse en la porción anaerobia de un medio semisólido de tioglicolato. El 
crecimiento de S. sciuri subsp. lentus se produce en condiciones aeróbicas y el 11% de las 
cepas pueden desarrollarse en medio tioglicolato en anaerobiosis. Ambas subespecies 
crecen bien con NaCl en concentraciones hasta del 10%, aunque S. sciuri subsp. lentus, 
requiere mayor tiempo para su crecimiento, de 72 a 96 h de incubación. El crecimie nto de 
ambas subespecies es inhibido con concentraciones superiores al 15% de NaCl. El rango 
de temperatura óptima de crecimiento es de 25 a 35°C. Esta especie tiene la capacidad de 
reducir los nitratos y mostrar actividad débil de fosfatasa. En comparación con otros 
estafilococos, S. sciuri produce ácido a partir de una gama muy amplia de hidratos de 
carbono. Todas las cepas de esta especie producen ácido en condiciones aerobias a partir 
de D-(+)-glucosa, β-D-(-)-fructosa, D-(-)-ribosa, D-(+)-celobiosa, y D-manitol; además 
un 68% de las cepas producen de pequeñas a moderadas cantidades de ácido a partir de 
maltosa. Todos las cepas de S. sciuri subsp. sciuri produce ácido de D- (+)-galactasa, D- 
(+)-fucosa, sacarosa y glicerol. Todas las cepas de S. sciuri subsp. lentus producen ácido 
a partir de D-(+)-manosa, sacarosa, D-(+)-trehalosa, salicina, y β-gentiobiosa. El 91% de 
las cepas de S. sciuri subsp.sciuri cepas producen ácido a partir de D-(+)-trehalosa y β-
gentiobiosa, el 77% produce ácido partir de D-sorbitol, 71% a partir de la salicina, un 49% 
a partir de D-(+)-melezitosa, 37% a partir de L-(+)-arabinosa, 31% produce pequeñas 
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cantidades de ácido a partir de D-(+)-manosa, y 23% a partir de L-(+)-ramnosa. El 78% 
de las cepas de S. sciuri subsp. lentus produce ácido a partir de L-(+) arabinosa, D-(+) - 
galactosa, α-lactosa, L-(+)-rhamnose, y D-sorbitol, y pequeñas a moderadas cantidades de 
ácido de D-(+)-fucosa y glicerol. Todas las cepas son resistentes a lisozima. El 27% de las 
cepas de S. sciuri subsp. sciuri son susceptibles a la lisostafina (CMI: 25 a 50 µg/mL) y 
el 73% presentan ligera resistencia a la lisostafina  (CMI: 100-400 µg/mL). Todas las 
cepas de S. scuiri subsp. lentus son susceptibles a la lisostafina (CMI: 12.5 a 25 µg/mL) 
(Kloos 1976). 
 
S. hominis, S. cohnii y S. sciuri colonizan la piel y mucosas de humanos y S. hominis 
es la especie predominante de estas tres. (Kloos 1980; Kloos et al. 1998). Se ha calculado 
que en conjunto, las especies de ECN están presentes en la piel de humanos sanos en una 
cantidad que puede llegar hasta las 100,000 UFC/cm2 de piel (Rogers et al. 2009). La piel 
es el órgano más grande del cuerpo humano y las diferencias en el espesor y densidad de 
la piel, de los pliegues, de los folículos pilosos y glándulas definen hábitats distintos que 
determinan la variación y diversidad de la microbiota. La colonización de la piel por los 
ECN es distinta de acuerdo a factores relacionados con la edad, por ejemplo, la población 
de ECN no es la misma en neonatos que en adultos. De acuerdo con datos de los primeros 
estudios mediante cultivo y a los análisis de metagenómica recientes, los ECN en general 
prefieren los sitios corporales de mayor humedad. Tales sitios húmedos incluyen las 
axilas, el ombligo, la región inguinal, la glútea, la antecubital, la poplítea y la plantar. 
Además, la porción anterior de la nariz es colonizada constantemente por los ECN. Del 
mismo modo, se pueden encontrar en la superficie ocular y la conjuntiva. Aún se 
desconoce el beneficio que la colonización de los ECN pueda brindar al hospedero; sin 
embargo, se ha demostrado que un subconjunto de serina proteasa Esp secretoras de 
algunas cepas de S. epidermidis son capaces de inhibir y destruir células de S. aureus, y 
así prevenir la colonización y formación de biopelícula de este importante patógeno 
(Rogers et al. 2009; Becker et al. 2014). 
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2.3. Epidemiología molecular y transmisión 
 
La diversidad clonal varía entre las especies de los ECN y ha sido menos estudiada 
que la de S. aureus. Mientras que la especie más estudiada de los ECN S. epidermidis se 
caracteriza por una pronunciada diversidad genómica, otras especies de ECN, han 
mostrado menor diversidad en la tipificación por electroforesis en gel de campos pulsados 
(PFGE, por sus siglas en inglés) (Bouchami et al. 2011b; Szczuka et al. 2014). 
Actualmente, la tipificación de secuencias multilocus (MLST, por sus siglas en inglés) ha 
revelado que las clonas circulantes en el ambiente hospitalario presentan diferencias con 
las circulantes en la comunidad (Zhang et al. 2013; Becker et al. 2014).  
 
Diversos estudios sobre la epidemiología molecular de los ECN han puesto de 
manifiesto la recombinación genética de los distintas clonas mediante la transferencia de 
elementos genéticos móviles tales como el Casete Cromosómico Estafilocócico mec 
(SCCmec) (Caierao et al. 2004; Bouchami et al. 2011b; Zong et al. 2011).  
 
Para la vigilancia a corto plazo de la transmisión hospitalaria de los ECN se 
recomienda el estudio del genoma bacteriano completo mediante PFGE. La metodología 
por MLST se recomienda para la vigilancia de la evolución de los cromosomas a largo 
plazo y su distribución geográfica (Zhang et al. 2013; Becker et al. 2014).  
 
En el caso de los ECN resistentes a la meticilina, se recomienda la tipificación del 
SCCmec. La secuenciación del genoma completo mejorará drásticamente el conocimiento 
respecto a la organización genética de las especies de ECN así como su divergencia con 
las especies de S. aureus (Jiang et al. 2012; Becker et al. 2014).  
 
En comparación con S. aureus resistente a meticilina (MRSA), se conoce mucho 
menos de la epidemiología molecular de los ECN. Sin embargo, los reportes de ECN 
resistentes a múltiples fármacos, así como su capacidad de formar biopelícula y su posible 
potencial para causar brotes se han reportado cada vez con mayor frecuencia.  
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La transmisión intrahospitalaria y brotes causados por S. hominis, S. cohnii y S. 
sciuri se ha reportado con frecuencia alta en unidades de cuidados intensivos, 
particularmente en neonatos (Couto et al. 2000; d'Azevedo et al. 2008; Ruiz de Gopegui 
et al. 2011). De igual manera que la mayoría de los patógenos asociados a la atención de 
la salud, los factores relacionados con la higiene de manos, la desinfección y/o 
esterilización de instrumentación médica y de superficies puede disminuir la transmis ión 
intrahospitalaria y propagación clonal de los ECN (Larson et al. 1998).  
 
2.4 Relevancia clínica y espectro clínico de infecciones 
 
Debido a que los ECN forman parte de la microbiota normal de la piel de humanos, 
durante mucho tiempo este grupo de microorganismos fue considerado solamente como 
agentes contaminantes de medios de cultivos; sin embargo, desde hace dos décadas 
emergieron a nivel mundial como importantes patógenos oportunistas (Fleer y Verhoef 
1984; Huebner y Goldmann 1999; Sarvikivi et al. 2008). Actualmente los ECN 
representan uno de los principales agentes causales de un amplio espectro de infecciones 
nosocomiales, entre las que se encuentran la endocarditis, la osteomelitis, la endoftalmit is 
posquirúrgica, la bacteriemia; todas estas asociadas principalmente al uso de dispositivos 
médicos como catéteres intravenosos, de diálisis peritoneal, válvulas cardiacas, entre otros 
(Huebner y Goldmann 1999; Chu et al. 2004; Casey et al. 2007). Los centros para el 
control y prevención de enfermedades (CDC) de los Estados Unidos reportaron en el 2008, 
que los ECN fueron el grupo de microorganismos aislados con mayor frecuencia en 
distintas infecciones nosocomiales (Hidron et al. 2008).  
 
S. hominis, S. cohnii y S. sciuri, son especies aisladas con frecuencia de 
hemocultivos provenientes de neonatos y pacientes con cáncer, es por ello que estos 
microorganismos se asocian principalmente a bacteriemias en pacientes 
inmunodeprimidos (Chaves et al. 2005; d'Azevedo et al. 2008; Palazzo et al. 2008; Al 
Wohoush et al. 2011). También existen reportes aislados, pero cada vez con mayor 
frecuencia, donde se asocia a estas tres especies como agentes causales de endoftalmitis y 
endocarditis (Iyer et al. 2005; Cunha et al. 2007).  
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No hay datos de la incidencia y prevalencia de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri como 
agentes causales de infecciones asociadas a la atención de la salud, esto debido a que en 
la mayoría de los laboratorios clínicos, la identificación se realiza solamente hasta nivel 
de género agrupando a los ECN, y por consecuencia los datos con los que se cuenta 
engloban a todas las especies de este grupo de microorganismos. 
 
Los principales factores de riesgo que predisponen a una infección causada por  S. 
hominis, S. cohnii y S. sciuri es la hospitalización por tiempos prolongados, sobre todo en 
las unidades donde los pacientes requieren el uso de dispositivos médicos como 
ventiladores pulmonares, catéteres intravenosos, catéteres de diálisis peritoneal, así como 
los implantes permanentes válvulas cardíacas y/o algún tipo de prótesis (Huebner y 
Goldmann 1999; Casey et al. 2007; Rogers et al. 2009). Los pacientes con cáncer tienen 
predisposición a presentar una infección por este microorganismo, debido al uso constante 
de dispositivos que son necesarios para la administración de fármacos quimioterapéuticos. 
En general todos los individuos con un sistema inmunológico deficiente como los 
neonatos, pacientes trasplantados o con patologías propias del sistema inmune están en 
riesgo de cursar por una infección causada por éstas tres especies de ECN (Chaves et al. 
2005; Al Wohoush et al. 2011). 
 
2.5 Factores de virulencia  
 
En la literatura no se cuenta con reportes de estudios sobre los factores de virulenc ia 
específicamente para S. hominis, S cohnii y S. sciuri; sin embargo, existen trabajos donde 
se investigaron dichos factores de manera conjunta entre las especies de los ECN, en los 
que se determinó que este grupo de microorganismos es capaz de producir: lipasas, 
toxinas-delta y proteasas las cuales contribuyen a la colonización, lesión y destrucción de 
los tejidos del hospedero respectivamente; enzima modificadora de ácidos grasos que 
inactiva los ácidos grasos que se encuentran en la piel; ácido poli-D-glutámico que permite 
la evasión de la respuesta primaria del sistema inmunológico; moléculas de adhesión 
asociadas a la fijación del microorganismo hacia ciertas proteínas de la célula hospedadora 
como la elastina, colágeno, fibrinógeno y fibronectina (Huebner y Goldmann 1999; Casey 
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et al. 2007; Becker et al. 2014). Estos factores de virulencia y su asociación genética se 
enlistan en la tabla 1. Los factores de virulencia de los ECN son pocos comparados con 
los de la especie patógena S. aureus. Sin embargo, la producción de biopelícula es 
suficiente para que los ECN puedan colonizar y causar infecciones, por lo tanto este factor 
de virulencia se describe como el principal de este grupo de microorganismos. 
 
Tabla 1. Factores de virulencia de los Estafilococos Coagulasa Negativos (Rogers  et al. 2009). 
Factor de virulencia Mecanismos Gen (s) 
Biopelícula Evasión del sistema inmunológico y tolerancia a los 
antibióticos 
  
PIA Componente polisacárido icaADBC 
Aap Acumulación de células de biofilm aap 
Bhp Acumulación de células de biopelícula php 
DNA Estructura de biopelícula, nutrientes y transferencia 
horizontal de genes 
NA 
Moléculas adhesinas Adherencia a proteínas del hospedero o a superficies 
abióticas.  
  
Aae Unión al fibrinógeno, vitronectina y fibronectina aee 
AtlE Unión a la vitronectina atlE 
Bhp Unión al poliestireno bhp 
Ebp Unión a la elastina ebp 
Emnp Unión a la fibronectina empB 
Fbe (SdrG) Unión a la fibrinógeno sdrG 
GehD Unión al colágeno gehD 
ScaA (Aae) Unión al fibrinógeno, vitronectina y fibronectina scaA 
ScaB ligando desconocido scaB 
SdrF Unión al colágeno sdrF 
SdrG (Fbe) Unión al fibrinógeno sdrG 
Ssp-1 Unión al poliestireno desconocido 
Ssp-2 Unión al poliestireno desconocido 
ácido teicoico Unión a la fibronectina tagF, yibD 
Otros factores Varios mecanismos   
Peptidoglicano/ácido 
teicoico 
Estimulación de producción de citoquinas  tagF, femA 
Modulinas solubles en 
fenol 
Inducción de citoquinas, modulación del sistema 
inmunológico, dispersión de biopelícula 
psmα, pmsȕ, psmδ, 
psmȖ 
Ácido poli-D-glutámico Evasión del sistema inmunológico, apoyo en la 
resistencia de antimicrobianos  
cap locus  
Toxina Delta Lesiones a las células del hospedero hld 
Exoenzimas Lesiones a las células del hospedero hld 
Ácidos grasos 
modificadores de enzimas 
Inactivación de los ácidos grasos de la piel desconocido 
Lipasas Colonización de piel y heridas  gehC, gehD 
Proteasas Destrucción de los tejidos del hospedero sspA, sspB, sspC 
 
 
12 
 
2.5.1.  Formación de biopelícula  
La biopelícula es una población o comunidad de bacterias que viven en estructuras 
organizadas en una interfase líquida. En una biopelícula las bacterias viven en grupos 
celulares o microcolonias que están encapsulados en una matriz compuesta de una 
sustancia polimérica extracelular (EPS), en la cual hay separaciones por canales de agua 
abiertos que actúan como un sistema circulatorio primitivo para el suministro de nutrientes 
y la eliminación de productos metabólicos de desecho. Dentro de una biopelícula, cada 
célula bacteriana ocupa un microambiente específico, que se determina por las células 
circundantes, la proximidad a un canal (los cuales determinan el pH, la disponibilidad de 
nutrientes y de oxígeno) y la matriz de EPS (Davies 2003; Hall-Stoodley et al. 2004).  
 
La capacidad de producir biopelícula le permite a las células bacterianas la 
adherencia a los materiales inertes como el poliestireno, así como la acumulación de y 
nutrición de las mismas (Christensen et al. 1985; Davey y O'Toole G 2000; Stewart y 
Costerton 2001).  
 
El espectro de enfermedades que involucran producción de biopelículas bacterianas 
es amplio, en este se encuentran la colitis, vaginitis, uretritis, conjuntivitis, gingivitis y 
otitis. Además, uno de los principales problemas asociados a las biopelículas bacterianas 
es la colonización dispositivos médicos, como sondas urinarias, catéteres arteriales y 
venosos, respiradores, sigmoidoscopios, lentes de contacto, implantes (válvulas cardíacas, 
marcapasos, dispositivos de asistencia ventricular, injertos vasculares sintéticos y stents), 
prótesis urinarias y prótesis ortopédicas (como las articulaciones y los pasadores 
artificiales) (Hall-Stoodley et al. 2004; Becker et al. 2014). Incluso la formación de 
biopelícula se ha asociado a la resistencia hacia los antibióticos (Stewart y Costerton 2001; 
Davies 2003; Hoiby et al. 2010). De acuerdo con una publicación de los Instituto s 
Nacionales de Salud de EE.UU. (NIH, por sus siglas en inglés), las biopelículas son un 
problema médico importante debido a que se asocian con más del 80% de las infecciones 
microbianas en el cuerpo (Hall-Stoodley et al. 2004).  
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El primer paso para que los ECN puedan establecer la colonización y/o infección, 
es la adhesión. Esta adhesión puede ser hacia superficies de dispositivos médicos y 
posteriormente a las células del hospedero. La formación de una multicapa de biopelícula 
sobre la superficie de un dispositivo médico de poliestireno se ha considerado como un 
factor crítico en la patogénesis de las infecciones exógenas por ECN. S. epidermidis es la 
especie recuperada con mayor frecuencia en infecciones asociadas a la producción de 
biopelícula y los mecanismos de este factor de virulencia han sido ampliamente estudiados 
en esta especie. La infección por los estafilococos puede ser frecuentemente considerada 
como endógena, es decir, causada por la propia microbiota del paciente. Esto 
probablemente se produce durante de la inserción de un dispositivo en el cuerpo en donde 
se inocula un pequeño número de bacterias de procedentes de las mucosas o piel del 
paciente (Davey y O'Toole G 2000; Djeribi et al. 2012).  
 
Los miembros del género Staphylococcus producen diversas adhesinas proteicas y 
no proteicas para mediar la adherencia de las células bacterianas hacia las superficie s. 
Entre las adhesinas proteicas se encuentran las proteínas ancladas covalentemente a la 
superficie, también denominadas proteínas ancladas a la pared celular, proteínas asociadas 
no-covalentemente a la superficie, éstas incluyen las autolisinas y proteínas de membrana.  
 
Las adhesinas no proteicas son la adhesina intracelular de polisacárido (PIA), 
también conocida como poli-N-acetilglucosamina (PNAG), así como la pared de ácidos 
teicoicos y lipoteicoicos (Osman et al. 2015). 
 
La actividad biológica de PIA/PNAG en la formación de biopelículas y evasión del 
sistema inmunológico está determinada por su carga positiva, lo que resulta en la 
desacetilación parcial de los residuos N-acetilglucosamina, mediada por el gen icaB. En 
S. epidermidis se ha determinado que la adhesión y la producción de PIA / PNAG están 
asociados en a los genes icaADBC, los cuales están organizados en un operón. El gen icaA 
confiere la actividad baja de transferasa a la  N-acetilglucosamina. La coexpresión de la 
enzima catalítica codificada por el gen icaA junto con la codificada por el gen icaD 
incrementa significativamente la actividad y producción de oligómeros de N-
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acetilglucosamina. El gen icaB codifica una enzima de superficie celular que cataliza la 
desacetilación parcial de los residuos de N-acetilglucosamina (Becker et al. 2014; Osman 
et al. 2015). 
 
Los genes del operon icaADBC se han identificado en aislamientos clínicos 
productores de biopelícula de algunas especies de ECN además de S. epidermidis, tales 
como S. haemolyticus y S. lugdunensis. Sin embargo, también se ha reportado que la 
producción de PIA/PNAG no ha correlacionado con la presencia del operon icaADBC en 
aislamientos clínicos de S. capitis, S. hominis y S. warneri (Davey y O'Toole G 2000; 
Becker et al. 2014). 
 
2.6 Métodos de Identificación  
 
La mayoría de los laboratorios clínicos donde las pruebas se realizan de manera 
manual, los ECN se identifican solo a nivel de grupo de especies, y para ello realizan una 
tinción de Gram, una prueba de catalasa para identificar al género Staphylococcus, y la 
prueba para diferenciar a la especie patógena S. aureus del resto que pertenece a este 
género, se realiza la prueba de coagulasa, si esta es negativa se reporta un ECN. Para 
realizar la identificación bioquímica a nivel especie, las pruebas que se realizan se basan 
en la asimilación de carbohidratos, y para ello se dispone en el mercado de una gran 
diversidad de sistemas comerciales automatizados y semi-automatizados que ofrecen una 
batería de pruebas que contienen los diferentes sustratos por los cuales se pueden 
discriminar las especies de este género. Entre los que se encuentran los sistemas Vitek, 
MicroScan, Sensititre y API, donde este último ha demostrado ser el sistema con menor 
número de errores en la identificación bioquímica de acuerdo a lo reportado en diversos 
estudios, en  los cuales la precisión y exactitud de dichos sistemas comerciales han sido 
evaluados y comparados entre sí (Layer et al. 2006; Brigante et al. 2008; Garza-Gonzalez 
et al. 2010c).  
 
Debido a la relación filogenética que existe entre las especies del género  
Staphylococcus, estas presentan una homología en la asimilación de los distinto s 
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carbohidratos, y esto es lógico si se aborda la situación desde el punto de vista que todas 
ellas habitan en la piel y mucosas de humanos de manera normal, por lo que la 
identificación a nivel especie basándose en pruebas bioquímicas representa un reto; 
incluso en métodos automatizados. Adicionalmente, la identificación de algunas especies 
de ECN ha sido reportada como discordante cuando se compara con métodos moleculares 
(Gilad y Schwartz 2007). 
 
En cuanto a la identificación molecular, se ha recurrido a ensayos de PCR en tiempo 
real y a la secuenciación de los genes 16S rRNA, sodA, hsp60, rpoB y tuf para los cuales 
también se han realizado trabajos de comparación y de relación filogénetica entre las 
especies, ya que existe una alta homología en algunos genes conservados para ciertas 
especies del género (Martineau et al. 2001; Mellmann et al. 2006; Ghebremedhin et al. 
2008). 
 
Por lo anterior, y de acuerdo a los resultados de investigación donde se comparan 
los métodos fenotípicos con los moleculares, actualmente para lograr la identificación a 
nivel especie de los ECN, se recurre a la combinación de pruebas bioquímicas y pruebas 
moleculares, siendo el sistema API y la secuencia 16S rRNA las pruebas más utilizadas 
(Heikens et al. 2005; Garza-Gonzalez et al. 2010c). 
 
2.7 Resistencia a los antibióticos y el Casete Cromosómico Estafilocócico mec 
(SCCmec) 
 
Uno de los principales problemas que dificulta el tratamiento de las infecciones 
causadas por S. hominis, S. cohnii y S. sciuri, entre otras especies de ECN, es la resistencia 
elevada a diversos antibióticos que presenta este grupo de microorganismos (Fitzgibbon 
et al. 2001; Petinaki et al. 2005; Koksal et al. 2009; Mulanovich et al. 2010). En particula r, 
estas tres especies cuentan con algunos reportes de resistencia a linezolid, un antibiót ico 
de reciente aprobación por la FDA (año 2010) y que es considerado como de último 
recurso (Sorlozano et al. 2010; Ruiz de Gopegui et al. 2011).  
 
16 
 
Desde 1960, con la aparición de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a 
meticilina (SARM) al poco tiempo después de la introducción de este antibiótico en la 
práctica clínica, se prestó especial atención al problema de la resistencia a los 
antimicrobianos(Archer y Niemeyer 1994; Wu et al. 1996; Ito y Hiramatsu 1997; 1998). 
Sin embargo, no fue hasta el año 2000 que se elucidó que la resistencia a la clase de 
antibióticos beta-lactámicos estaba dada por una proteína llamada PBP2a la cual es 
codificada por el gen mecA, el cual reside dentro de una especie de isla patógena, que 
corresponde a un fragmento de DNA exógeno llamado casete cromosómico estafilocóc ico 
mec (SCCmec), el cual en un principio, en el trabajo publicado por Katayama Y. y 
colaboradores fue denominado solo como DNA de resistencia en S. aureus (Katayama et 
al. 2000).  
 
Con el paso del tiempo a la par de los constantes reportes de ECN como patógenos 
emergentes en nosocomios y además multidrogorresistentes, se comenzó a estudiar este 
grupo de microorganismos y se demostró la existencia de este casete dentro de su genoma 
(Mombach et al. 2007; Ibrahem et al. 2009; Garza-Gonzalez et al. 2010a; Garza-Gonzalez 
et al. 2010b; Zong et al. 2011). Los resultados de trabajos de investigación resientes 
muestran evidencias que sustentan la hipótesis de que este elemento genético fue 
transferido de manera horizontal de los ECN hacia las cepas de S. aureus y no en sentido 
contrario como se pensó en un principio (Hanssen et al. 2004).  
 
La prevalencia de resistencia a la meticilina, el cual es marcador de la presencia del 
SCCmec, se ha reportado mayor frecuencia en los ECN que en S. aureus, con tasas que 
van del 75% al 90% a nivel mundial. (Hanssen y Ericson Sollid 2006). Entre las especies 
de ECN que poseen el SCCmec se han descrito S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 
S. conhii, S. capitis, S. sciuri, S. warneri, y S. saprophyticus (Jamaluddin et al. 2008; 
Ruppe et al. 2009; Soderquist y Berglund 2009; Bouchami et al. 2011a; b). 
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2.7.1 Mecanismo de resistencia a los antibióticos  -lactámicos por la proteína 
PBP2a 
 
La resistencia a esta clase de antibióticos es nombrada comúnmente como 
resistencia a meticilina u oxacilina, la cual es conferida por una proteína de unión a la 
penicilina, conocida como PBP2a y esta es codificada por el gen mecA. La proteína de 
unión a la penicilina de manera normal posee un dominio con función de transpeptidasa y 
otro dominio de unión a la penicilina. La función de transpeptidasa en indispensable en la 
síntesis de la pared celular ya que se encarga de la unión de las cadenas de N-
acetilglucosamina y ácido-N-acetilmurámico que la integran; sin embargo, una vez que 
un antibiótico -lactámico encuentra su blanco en el dominio de unión a la penicilina, esta 
proteína pierde su función de transpeptidasa por lo que la síntesis de la pared celular se 
interrumpe y entonces la célula bacteriana aumenta su presión osmótica y se lisa.  En 
cambio, PBP2a tiene alterado el sitio de unión a los antibióticos -lactámicos, por lo que 
estos fármacos no reconocen el blanco, y entonces la proteína continua con su función 
normal de transpeptidasa, por lo tanto el microorganismo es resistente a los antibióticos 
-lactámicos (Pinho et al. 2001a; Pinho et al. 2001b). 
 
2.7.2 Estructura básica del SCCmec 
 
Este casete es considerado un elemento móvil, puede medir entre 15 y 67 kb de 
longitud. De manera general presenta 4 características básicas (figura 1): 
 Sus extremos se encuentran flanqueados por repeticiones directas e inversas que 
le permiten su integración en un sitio homólogo del cromosoma. 
 En su extremo 3’ posee un fragmento de lectura abierto llamado orfx 
 Presenta un complejo de genes mec los cuales determinan la resistencia a 
meticilina. 
 Presenta un complejo de genes ccr responsables de la movilidad de este elemento 
(Hanssen y Ericson Sollid 2006; Ito et al. 2007). 
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Figura 1. Características básicas de la estructura del SCCmec (IWG-SCC 2008). 
 
La presencia de este elemento genético móvil se ha demostrado en diversas especies 
bacterianas, sin embargo el enfoque principal de este casete se centró en S. aureus donde 
fue detectado y descrito por primera vez, así mismo se han identificado diferentes tipos 
de casete basados en la variedad de complejos de genes mec y ccr (Hanssen y Ericson 
Sollid 2006).  
 
Hasta la fecha, se han descrito once diferentes tipos SCCmec (I a XI) en S. aureus 
(tabla 2), en base a las modificaciones en la región reguladora mecA (complejo mec), el 
tipo de recombinasas cromosómicas que posee el casete (ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, 
ccrAB4 y ccrC), y en algunos los determinantes de resistencia dentro de las regiones de 
unión. La combinación de los complejos genéticos mec y ccr determinan el tipo de casete, 
sin embargo aunque dos casete diferentes presenten esta misma combinación, es decir que 
correspondan al mismo tipo, pueden presentar variabilidad, y esta se encuentra dada por 
las diferencias encontradas en las regiones de unión, anteriormente llamadas regiones de 
“depósito de basura” (IWG-SCC 2008). 
 
 
 
 
Complejo de genes mec Complejo de genes ccr
Repeticiones directas/repeticiones invertidas
orfX Integrado en el extremo 3’
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Tabla 2. Tipos de SCCmec descritos para S. aureus y las combinaciones de mec y ccr para cada tipo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.7.3 Complejo de genes mec 
 
Existen 5 diferentes tipos de complejos de genes mec descritos para S. aureus 
clasificados como A, B, C, D y E (figura 2). Todos los complejos contienen mecA, genes 
reguladores el mecI y mecR1, además de secuencias de inserción 431. La expresión del 
gen mecA está regulada por dos proteínas, la codificada por el gen mecI la cual funciona 
como represora y la codificada por el gen mecR1 funciona proteína inductora de la 
transcripción. Cuando mecI se une a la región promotora del gen mecA, la transcripc ión 
del gen mecA se reprime. Si se unen antibióticos β-lactámicos a mecR1, este gen libera un 
polipéptido que tiene actividad de proteasa capaz de degradar la proteína represora de 
mecI, como resultado se genera un aumento de la transcripción del gen mecA. En algunos 
complejos mec, los genes mecI y mecR1 se suprimen o se truncan, esto es causado la 
mayoría de las veces por la integración de las secuencias de inserción (Hanssen y Ericson 
Sollid 2006; Ito et al. 2007). Por lo anterior, es importante señalar que aunque la 
transcripción del gen mecA se encuentra bien regulada, un estudio reciente reportó una 
cepa de S. aureus en la cual la resistencia a meticilina no se afectaba por la sobreexpresión 
del gen represor, debido a que éste presentaba una mutación que codificaba una proteína 
no funcional (Oliveira y de Lencastre 2011).  
 
Tipo de 
SCCmec 
Tipo de 
mec 
Tipo de 
ccr 
I B 1 
II A 2 
III A 3 
IV B 2 
V C2 5 
VI B 4 
VII C1 5 
VIII A 4 
IX C2 1 
X C1 7 
XI E 8 
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Figura 2. Clases de complejos mec descritos para S. aureus. mecI codifica un represor, mecR1 codifica un 
inductor. Las flechas indican la dirección de la transcripción. (Hanssen y Ericson Sollid 2006). 
 
Aunque los diversos tipos de complejos de genes mec son determinantes en la 
clasificación de este casete, existe una nomenclatura establecida para los casetes que no 
son portadores de este complejo de genes mec, pero que poseen otro tipo de genes que 
confieren virulencia o resistencia a ciertos compuestos, como por ejemplo el casete 
cromosómico estafilocócico cap1, es nombrado así por ser portador de un complejo de 
genes capsulares, también dentro de este tipo de casetes se encuentra el casete 
cromosómico fur el cual es portador del gen de resistencia al ácido fusídico. El casete 
cromosómico estafilocócico Hg es portador del gen que confiere resistencia a mercurio, 
este tipo de casete ha sido identificado en S. aureus con un complejo de genes ccr diferente 
al resto de los casetes y mismo que se encuentra adjunto a un casete cromosómico 
estafilocócico portador de mecA. Y para los casetes que son portadores de un gen cuya 
función no ha sido descrita, la nomenclatura propuesta por el grupo internacional de 
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trabajo en los elementos del casete cromosómico estafilocócico indica que este debe 
nombrarse seguido del nombre de la cepa donde fue identificado (Chongtrakool et al. 
2006; IWG-SCC 2008; 2009).  
 
2.7.4 Complejo de genes ccr 
 
El complejo de genes ccr es otro elemento que es determinante del tipo de casete.  
Se compone de uno o dos genes recombinasa sitio-específicos, y éstos son los 
responsables de la movilidad de los SCCmec. Estos genes catalizan la escisión y la 
integración precisa del lugar y la orientación específica de los elementos SCCmec.  
 
Todas las proteínas codificadas por estos genes ccr tienen propiedades catalíticas en 
el dominio N-terminal. Actualmente existen cuatro alotipos para los genes ccrA y ccrB 
bien descritos y un solo alotipo de ccrC (figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Representación de la homología entre los genes ccr y sus alotipos en S. aureus 
 
 
El gen recombinasa ccrC se asocia a la resistencia al mercurio y además se ha 
encontrado en el casete tipo V de S. aureus (Ito et al. 2004). La combinación de estos 
alotipos determina el tipo de complejo recombinasa. Actualmente están descritos ocho 
tipos de complejos recombinasa que se han identificado en SCCmec de S. aureus, los 
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cuales se han designado con números arábigos (IWG-SCC 2008; 2009). Cabe señalar que 
el complejo de genes ccr se ha encontrado con una mayor diversidad que el complejo de 
genes mec, tanto en S. aureus como en los ECN (Hanssen y Sollid 2007; Urushibara et al. 
2011). Por anterior, la identificación de este complejo presenta mayor dificultad; incluso, 
se han desarrollado algunas herramientas bioinformáticas para tipificar los genes 
recombinasa con mayor exactitud en base a su secuencia (Oliveira et al. 2008). 
 
 
2.7.5 Regiones de unión (J) 
 
En la estructura básica del casete cromosómico estafilocócico se han identificado 3 
regiones de unión. La región de unión 1 se encuentra entre la región cromosómica derecha 
y el complejo de genes ccr esta región presenta diferencias fundamentales en para la 
identificación basadas en la presencia de algunos genes. La región de unión 2 se localiza 
entre la región de complejos de genes ccr y la de los genes mec, y sus diferencias se basan 
fundamentalmente en la presencia o ausencia de transposones o seudotransposones. La 
región de unión 2 se localiza entre la región de complejos de genes mec y el fragmento de 
lectura abierto y las diferencias en esta región se basan en la presencia o ausencia de 
plásmidos.  
 
Existe una nomenclatura propuesta para designar las diferencias entre los subtipos 
determinados por las regiones de unión, y básicamente estas pueden nombrarse de 3 
maneras distintas, dependiendo en que región se basen las diferencias o de los elementos  
que la componen. Por ejemplo si las diferencias se marcan en la región de unión 1 estas 
se designan el tipo de casete en números romanos seguido de letras minúsculas. En cambio 
si las diferencias son basadas en la presencia o ausencia de elementos genéticos móvile s 
como los plásmidos o transposones el tipo de casete designado con números romanos se 
escribe seguido de una letra mayúscula, por ejemplo en el caso del tipo de casete IV y el 
casete IVA la diferencia es que este último es portador del gen plasmídico pUB110. La 
última propuesta de nomenclatura incluye las diferencias en cada una de las regiones de 
unión, en donde seguidos del tipo de casete, se representa con números arábigos el tipo de 
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región de unión 1, 2 y 3 respectivamente (Hanssen y Ericson Sollid 2006; IWG-SCC 
2009).  
 
2.7.6 Tipificación del casete 
 
Para llevar a cabo la determinación del tipo de casete, se han desarrollado diferentes 
estrategias metodológicas, en las cuales de manera general consisten en identificar los 
tipos de complejos de genes recombinasa y complejos de genes mec, además de detectar 
la presencia de plásmidos y transposones que pueden encontrarse en las regiones de unión, 
y con ello establecer el tipo de casete con su subtipo correspondiente, esto se ha logrado 
mediante el diseño de una serie de PCR´s múltiples con cebadores que amplifican cada 
región de interés (Milheirico et al. 2007; Turlej et al. 2011). Desde el año 2001 los 
investigadores Ito y Oliveira propusieron estrategias de este tipo, sin embargo cuanto más 
tipos de elementos fueron identificados en los casete se hicieron necesarios el uso nuevos 
cebadores para las regiones recién identificadas (Ito et al. 2001; Oliveira y de Lencastre 
2002). Entonces en el año 2005 y 2007, Zhang y Kondo respectivamente sugirieron los 
que hasta el día de hoy constituyen los métodos más completos para la tipificación de 
casete (Zhang et al. 2005; Kondo et al. 2007).  
 
2.8 SCCmec de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri 
 
Aunque la mayoría de los trabajos de investigación sobre la distribución de los 
diferentes tipos de casete entre los ECN han sido exitosos, en estas tres especies no se ha 
logrado observar dicha distribución, ya que en estos estudios el casete cromosómico 
estafilocócico de estas especies es reportado como “no tipificable”, es decir cuando no 
presentan uno o los dos elementos básicos del casete, o con “nuevo casete”, cuando poseen 
una combinación diferente a la reportada en las especies de S. aureus (Garza-Gonzalez et 
al. 2010a; Zong y Lu 2010; Bouchami et al. 2011b; Zong et al. 2011). Este hecho sugiere 
que estas tres especies de ECN presentan diferentes tipos de complejos recombinasa y 
genes mec, por lo tanto puede presentar un tipo de casete distinto a los descritos para S. 
aureus. 
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2.9 Resistencia a los antibióticos y biopelícula  
 
La resistencia a los antimicrobianos entre los Staphylococcus spp. se ha asociado 
principalmente a elementos genéticos (Hanssen y Ericson Sollid 2006). Sin embargo, 
existen reportes que sugieren un aumento en los niveles de resistencia a los antibióticos 
asociada a la formación de biopelícula (Davies 2003; de Allori et al. 2006; Frank et al. 
2007).  
 
Se ha reportado que las biopelículas formadas por aislamientos clínicos de ECN 
presentan un nivel extremadamente alto de tolerancia a múltiples antibióticos. La 
resistencia a los antibióticos en biopelícula de los ECN es probable que tenga múltip les 
causas que incluyen la insuficiencia de los antibióticos para llegar a las células de la 
biopelícula dentro del polímero extracelular, un microentorno desfavorable para la 
actividad antimicrobiana, el crecimiento bacteriano lento, la activación de respuestas de 
estrés dentro de la biopelícula o a la selección de las células resistentes por la exposición 
a los antibióticos en las biopelículas (de Allori et al. 2006; Frank et al. 2007; Qu et al. 
2010). 
 
Se han realizado diversos estudios para comparar la susceptibilidad a los antibióticos 
de las células de la biopelícula y planctónicas de bacterias Gram negativas, y se encontró 
que las células del biopelícula son 100-1000 veces más resistentes que las planctónicas 
(Bjarnsholt et al. 2007; Sommerfeld Ross et al. 2012; Gurung et al. 2013).  
 
El tratamiento con antibióticos basado en los resultados de las pruebas de 
susceptibilidad in vitro diseñados para las células planctónicas, en ocasiones no logra 
erradicar las infecciones por ECN productores de biopelícula, lo que pueden resultar en 
una infección crónica y la necesidad de la extirpación quirúrgica de las áreas afectadas (de 
Allori et al. 2006; Qu et al. 2010; Sommerfeld Ross et al. 2012). Por lo tanto, para este 
tipo de infecciones sería más apropiado basar el tratamiento en los perfiles de 
susceptibilidad de los ECN dentro de la biopelícula. La necesidad de crear terapias 
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eficaces para contrarrestar las infecciones asociadas a biopelícula representa un desafío 
que es necesario atender con urgencia. 
 
El nivel de producción de biopelícula de S. hominis S. cohnii y S. sciuri aún no está 
definido, ya que en los pocos estudios realizados al respecto, los resultados han sido 
discrepantes (de Allori et al. 2006; Garza-Gonz Lez et al. 2011; Szczuka et al. 2015). La 
relación entre la producción de biopelícula y el posible incremento de la resistencia a los 
antibióticos en estas tres especies aún no ha sido reportado.  
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
Los Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN) son microrganismos aislados con 
frecuencia en infecciones nosocomiales, principalmente como agentes causales de 
bacteriemias.  
 
Uno de los problemas para tratar las infecciones causadas por los ECN es la tasa alta 
de resistencia a los antibióticos. En este grupo de microorganismos la resistencia a 
meticilina y otros antibióticos está asociada a elementos genéticos, principalmente a la 
presencia del Casete Cromosómico Estafilocócico mec. Además, se ha descrito que el 
nivel de resistencia a los antimicrobianos es mayor en las células de biopelícula que en las 
planctónicas. Por lo tanto, el tratamiento con antibióticos basado en los resultados de las 
pruebas de susceptibilidad in vitro diseñados para las células planctónicas, en ocasiones 
no logra erradicar las infecciones por ECN productores de biopelícula.  
 
Tomando en cuenta que la formación de biopelícula es el principal factor de 
virulencia de los ECN y lo mencionado anteriormente, sería más apropiado basar el 
tratamiento antimicrobiano en los perfiles de susceptibilidad dentro de la biopelícula.  
 
El cumplimiento de los objetivos y el análisis de los datos obtenidos en este estudio, 
permitirá contribuir con información nueva respecto a la utilidad de las pruebas estándares 
de susceptibilidad in vitro en los aislamientos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus 
cohnii y Staphylococcus sciuri productores de biopelícula. 
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4. HIPÓTESIS 
 
Los aislamientos clínicos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii y 
Staphylococcus sciuri presentan diferente perfil de susceptibilidad a los antibióticos, 
diferentes tipos de SCCmec, de niveles de producción de biopelícula y presentan menor 
susceptibilidad a varios antibióticos en las células de la biopelícula que en las 
planctónicas. 
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO 
 
Objetivo general 
 
Caracterizar molecularmente y evaluar la susceptibilidad a los antibióticos en 
células planctónicas y en biopelícula de aislamientos clínicos de Staphylococcus 
hominis, Staphylococcus cohnii y Staphylococcus sciuri 
 
Objetivos particulares 
 
1. Identificar a nivel especie aislamientos clínicos de S. hominis, S. cohnii y S. 
sciuri  
2. Determinar la resistencia fenotípica y genotípica a meticilina.  
3. Genotipificar el SCCmec.  
4. Determinar la producción de biopelícula.  
5. Determinar la presencia de genes asociados a la producción de biopelícula.  
6. Determinar el perfil de susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas 
biopelícula.  
7. Determinar la relación genética entre los aislamientos de la misma especie. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.1 Diseño experimental 
 
En este estudio se incluyeron aislamientos clínicos de ECN. Los aislamientos se 
obtuvieron de la colección de cepas del Laboratorio de bacteriología del Hospital 
Universitario “Dr. José E. González” y del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio 
Alcalde”. Para el proceso de almacenaje de las cepas se asignó un número a cada 
aislamiento, se capturó el tipo de espécimen clínico del cual fue recuperado y no se capturó 
información de los pacientes. Por lo tanto, en este estudio se excluyeron los datos clínic os 
y solo se evaluaron los datos microbiológicos resultantes de los experimentos.  
 
El procesamiento de las cepas se realizó de acuerdo a las metodologías establecidas 
para cumplir con cada objetivo. Durante el desarrollo experimental, manejo y 
procesamiento de las cepas se siguieron los lineamientos establecidos en las Norma 
Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 referente a la protección 
ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos biológico- infecciosos-clasificación y 
especificaciones de manejo 
 
Criterios de inclusión  
 Aislamientos clínicos identificados como ECN  
 Aislamientos almacenados en crioviales con caldo Brucella con glicerol  
 Aislamientos almacenados a -70ºC  
 Aislamientos transportados en crioviales con agar soya  
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Criterios de exclusión  
 Aislamientos que no fueron identificados como ECN  
 Aislamientos rotulados inadecuadamente o con número ilegible  
 Aislamientos de origen diferente a especímenes clínicos (veterinarios, superfic ie s 
hospitalarias, fómites, alimentos, etc)  
 Aislamientos en condiciones inadecuadas de almacenamiento (fuera del medio de 
cultivo indicado o almacenados por más de una semana a temperatura ambiente).  
 
Criterios de eliminación  
 Aislamientos identificados durante el estudio como especies diferentes a S. 
hominis, S. cohnii y S. sciuri  
 Aislamientos cuya identificación bioquímica no presentó concordancia con la 
identificación molecular.  
 Aislamientos que no se pudieron recuperar debido a la muerte del 
microorganismo o a la contaminación de la cepa por otro microorganismo.  
 
6.2 Estrategia general 
 
Los aislamientos se identificaron por sistema bioquímico a nivel de especie y se 
incluyeron en el estudio todos los presuntivos de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. La 
identificación se confirmó por métodos moleculares. Posterior a la identificación, se 
realizó la detección de resistencia a meticilina por medio de un método fenotípico, así 
como la presencia del gen que codifica dicha resistencia (mecA) por PCR. En los 
aislamientos donde se detectó resistencia fenotípica y genotípica a meticilina se procedió 
a la tipificación del casete cromosómico estafilocócico mec. Después se evaluó la 
producción de biopelícula y los genes asociados a ésta. Posteriormente, los aislamiento s 
productores de biopelícula se les determinó la susceptibilidad a los antibióticos de las 
células planctónicas y de biopelícula. Por último, se realizó la determinación de la relación 
genética entre los aislamientos de la misma especie para la detección de clonas y análisis 
de las mismas. 
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6.3 Aislamientos clínicos 
 
Se colectaron 303 aislamientos clínicos, provenientes de sangre o líquido 
cefalorraquídeo, que cumplieron con los criterios propuestos por la CDC y por la NOM-
045-SSA2-2004 como agentes causales de bacteriemia (Salud 2004; Hota et al. 2010). 
Estos fueron recolectados en el Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” y 
en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” de la UANL desde el 2006 al 
2014. 
 
6.4 Identificación  
 
Para la identificación se partió de la siembra de cada aislamiento en un medio no 
selectivo, y a partir de un cultivo en fase exponencial, se realizaron pruebas fenotípicas y 
extracción de material genético para la identificación molecular. La identificac ión 
definitiva se determinó tomando como parámetro la concordancia entre los resultados de 
la identificación fenotípica con la identificación molecular (Heikens et al. 2005). 
 
6.4.1. Identificación fenotípica 
 
Cada aislamiento fue sembrado en agar sangre e incubado durante 24 h a 37ºC. A 
partir de los cultivos jóvenes se realizaron las pruebas primarias de identificación Gram, 
catalasa, coagulasa, oxidasa; y de acuerdo a los resultados de estas pruebas los 
aislamientos ECN se identificaron por pruebas bioquímicas a nivel especie por medio de 
la galería de asimilación de carbohidratos del sistema API Staph (BioMérieux, Inc., 
Durham, USA), para lo cual se llevó a cabo el procedimiento indicado por el fabricante. 
 
6.4.1.1. Gram 
 
Se colocó una gota de solución salina estéril sobre la superficie de un portaobjetos 
limpio y seco, con un asa bacteriológica se transfirió una colonia a la solución salina y 
este inóculo se homogenizó, extendió y se dejó secar a temperatura ambiente. La 
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preparación se fijó por calor y enseguida se cubrió con cristal violeta por un minuto y se 
enjuagó con agua, después se aplicó lugol, se dejó por un min y se enjuagó con agua, se 
decoloró con una mezcla de alcohol-acetona 70:30 por 5 s, se enjuagó con agua y se agregó 
safranina durante 1 min, se enjuagó con agua, se dejó secar a temperatura ambiente y 
finalmente se observó al microscopio con los objetivos 40X y 100X. 
 
6.4.1.2. Catalasa. Prueba en portabjetos 
 
 Se colocó una gota de peróxido de hidrógeno al 30% sobre la superficie de un 
portaobjetos limpio y seco, con un asa bacteriológica se transfirió una pequeña cantidad 
del crecimiento de una colonia a la gota del peróxido de hidrógeno y se observó para 
comprobar el desarrollo de burbujas de oxígeno. La interpretación de los resultados fue la 
siguiente manera: 
 Positivo   producción de una gran cantidad de burbujas 
 Negativo  ausencia de burbujas o muy escasa cantidad. 
 
6.4. 1. 3. Coagulasa. Prueba en tubo 
 
Se colocaron 0.5 mL de plasma en tubo limpio, en el cual se transfirió una pequeña 
cantidad de colonia con un asa bacteriológica y se emulsificó, se incubó a 35ºC durante 4 
horas, posteriormente se observó si hubo formación de un coágulo inclinando suavemente 
el tubo, si en este momento no se observaron coágulos, se reincubó el tubo a temperatura 
ambiente y se tomó lectura 18 horas después. La interpretación de los resultados fue de la 
siguiente manera: 
 Positivo   formación de coágulo (cualquier grado) 
 Negativo  no hay formación de coágulo 
 
6.4.1.4. Oxidasa. Método de Kovac 
 
Se humedeció un papel filtro con 2-3 gotas de dihidroclorhidrato de tetra-meti-p-
fenilendiamina al 1% y en este se colocó y extendió una colonia de no más de 24 horas, 
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empleando un palillo de madera, durante los siguientes 10 segundos se observó en busca 
de un cambio de color. La interpretación de los resultados fue la siguiente manera: 
 Positivo   desarrollo de color violeta oscuro dentro de 10 segundos.  
 Negativo  ausencia de color 
 
6.4.1.5 API Staph 
 
 Preparación de la galería. Se llenó cada pocillo de la cámara con agua destilada (5 
mL aproximadamente) para crear una atmósfera húmeda. 
 
 Preparación del inóculo. Se realizó un precultivo en agar sangre el cual se incubó 
por un periodo entre 18-24 h a 37ºC, posterior a esto se verificó la pureza del 
cultivo, con las colonias jóvenes se preparó una suspensión bacteriana homógenea 
con una turbidez equivalente a 0.5 de McFarland, para ello se transfirieron de 3-5 
colonias a la ampolla de API Staph Medium (extracto de levadura, bactopeptona, 
oligoelementos, agua desmineralizada, pH 7.0-7.4). 
 
 Inoculación de la galería. Con una pipeta se tomó la suspensión bacteriana y se 
rellenó cada microtubo sin sobrepasar el nivel del tubo. Para las pruebas que se 
llevan a cabo bajo una atmósfera de anaerobiosis (arginina dihidrolasa y ureasa) 
se rellenaron los microtubos hasta el borde de la cúpula con aceite de parafina. 
Finalmente se cerró la cámara y se incubó durante 18-24 h a 37ºC. 
 
 Lectura e interpretación de resultados. Después de la incubación se agregó 1 gota 
de los reactivos indicados por el fabricante para las pruebas de reducción de 
nitratos a nitritos, fosfatasa alcalina y Voges-Proskauer, posterior a esto la galería 
abierta se dejó a temperatura ambiente durante 10 minutos, trascurrido este tiempo 
el resultado de cada prueba fue interpretado de manera visual de acuerdo al 
esquema provisto por el sistema API Staph (Figura 4a y 4b), y estos fueron 
depositados en el software que se encuentra en la plataforma apiwebTM: 
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http://apiweb.biomerieux.com/, en la cual aparece como resultado final la especie 
a la que corresponde cada aislamiento. 
 
Durante todo el proceso de identificación bioquímica se empleó como control las 
cepas ATCC de S. hominis 27844, S. cohnii 29974 y S. sciuri 29060 
 
 
a) 
 
 
 
b) 
 
 
Figura 4. Esquema de colores para la interpretación de las pruebas. a) pruebas negativas, b) pruebas 
positivas. 
 
 
6.4.2. Identificación molecular 
 
Para confirmar la identidad de los aislamientos que resultaron como S. hominis, S. 
cohnii y S. sciuri mediante las pruebas bioquímicas, se realizó la amplificación, 
purificación y secuenciación de fragmento del gen 16S rRNA (Ghebremedhin et al. 2008).  
 
6.4.2.1 Extracción de DNA genómico 
 
A partir de un cultivo joven, se realizó una suspensión de una asada de colonias en 
200 µL de Tris-HCl 100 mM a la que se le añadieron 150 µg de lisozima. Ésta suspensión 
se dejó en baño de agua  a 37°C toda la noche (Baño de agua LAB-LINE, Imperial IV). 
Posterior a la incubación se añadieron 200 µL de TE 1X con SDS al 1% y 6 µL de 
proteinasa K (10mg/mL) y se incubó a 55° por 2 h. Después se añadieron 250 µL de fenol 
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saturado, 250 µL de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamílico) y 100 µL de TE 1X y se 
agitó por inversión durante 5 min. Enseguida la mezcla se centrifugó a 14,000 rpm por 8 
min (Centrífuga, MicroliteRF). La fase acuosa se transfirió a otro tubo, y el paso de la 
extracción con fenol saturado, SEVAG y TE 1X se repitió. Una vez que se obtuvo por 
segunda vez la fase acuosa, se le añadieron 2.33 volúmenes de etanol absoluto en donde 
se observó la formación de la hebra de DNA. Ésta se dejó precipitar a -20°C por 1 h. 
Posterior a la precipitación se centrifugó a 14,000 rpm por 5 min y el sedimento se lavó  
dos veces con 350 µL de etanol al 70%. El sedimento se dejó secar toda la noche, al 
siguiente día se resuspendió en 100 µL de TE 1X y se incubó a 65°C por 15 min. El DNA 
se cuantificó por espectrofotometría y se almacenó a -20°C hasta su utilización. 
 
6.4.2.2 Amplificación del gen 16S rRNA 
 
Se realizó una PCR de punto final empleando el material genético obtenido por el 
método de lisis enzimática y con los iniciadores reportados previamente en 2004 por Pei 
y cols.(Martineau et al. 2001). Las secuencias de los iniciadores empleados son las 
siguientes: 16S rRNA-Forward 5’-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’ y 16S rRNA-
Revers 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ (Eurofins MWG Operon, Huntsville, 
AL, E.U.A.); los cuales generan productos de PCR 1500 pb.  
 
Para la mezcla de PCR añadieron: 10 ng de DNA, 1X buffer de reacción NH4 pH 
8.8, MgCl2 1.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, cada iniciador a una concentración de 15 pMol y 2 
U de Taq DNA polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.). Las condiciones de 
amplificación fueron las siguientes: 1 ciclo de 3 min a 95ºC para la desnaturalizac ión 
inicial; seguido por 35 ciclos de desnaturalización a 95ºC por 1 min, alineamiento a 50ºC 
por 1 min, elongación a 72ºC por 1 min y por último 1 ciclo a 72ºC por 1 min para la 
elongación final (Termocicladores: “PCR Sprint, Hybaid; PxE 0.2 Thermal Cycler, 
Thermo Electron Corporation y MultiGene, Labnet). 
 
Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizó una 
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1.5% empleando una cámara de 
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electroforesis Thermo Maxicell Primo EC 340, el cual se sometió a 120 V por 45 min y 
se tiñó con bromuro de etidio (2 g/mL),  se empleó un marcador de peso molecular de 
200-10,037 pb (HyperLadder™ I, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). Finalmente el 
gel se reveló en un transiluminador con luz UV a 254 nm empleando un fotodocumentado r 
UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom. Las imágenes fueron documentadas 
en formato digital mediante el software Labworks. 
Enseguida se verificó la presencia de los productos esperados mediante una electrofores is 
convencional. 
 
6.4.2.3. Purificación del producto de PCR (16S rRNA) 
 
Una vez que se confirmó la amplificación del producto esperado en la PCR del gen 
16S rRNA éste se purificó por el método de precipitación con etanol. Para realizar la 
purificación, cada producto de PCR (50 L) fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 
mL con 5 L de acetato de sodio 3 M pH 4.6 y 100 L de etanol al 95%. La mezcla se 
homogenizó por agitación con vórtex y se mantuvo a -20ºC durante 30-40 min. Se 
centrifugó por 20 min a 14, 000 rpm y se descartó el sobrenadante. Se lavó con 300 L de 
etanol al 70% y se agitó en vórtex. Se centrifugó en frío por 10 min a 14, 000 rpm y se 
descartó el sobrenadante. El sedimento se dejó secar a temperatura ambiente toda la noche. 
Se resuspendió en 50 L de agua estéril grado molecular. 
 
6.4.2.4. Secuenciación y análisis de datos del gen 16S rRNA 
 
Una vez que los productos fueron purificados, se enviaron al Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) para su 
secuenciación. Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron alineadas e identificadas 
mediante la Herramienta de Búsqueda y Alineamiento Local Básico (BLAST) disponible 
en la plataforma del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI): 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Fueron identificados como S. hominis, S. cohnii y S. scirui 
los aislamientos cuya secuencia presentó un porcentaje de homología igual o mayor al 
98% con esta especie dentro de la plataforma ya mencionada. 
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6.5. Resistencia a meticilina 
 
La resistencia a meticilina se determinó por la prueba de difusión en disco con 
cefoxitina, la cual ha sido recomendada por el CLSI (CLSI 2012a). La lectura de los 
resultados fue de manera visual y la interpretación de éstos fue de acuerdo a lo estipulado 
en el documento M100-S2 del CLSI (CLSI 2012b). Posterior a esto, se realizó la 
determinación molecular de la resistencia a meticilina mediante detección del gen mecA 
por PCR de punto final. 
 
6.5.1. Determinación con disco de cefoxitina 
 
A partir de un cultivo jóven en agar sangre se preparó un inóculo en solución salina por 
suspensión directa de las colonias, el cual se ajustó a una turbidez de 0.5 de la escala de 
McFarland (1-2 x 108 UFC/mL aproximadamente). Enseguida se inoculó la suspensión 
preparada en agar Müeller-Hinton, con un hisopo estéril se estrió de manera homogénea 
en toda la superficie de la placa, se dejó secar durante 3-5 minutos y con una pinza estéril 
se colocó el disco de cefoxitina al centro de la placa. Se incubó durante 24 h a 37ºC y se 
midieron los halos de inhibición. Para el control de calidad se empleó la cepa de 
Staphylococcus aureus ATCC 25923. La interpretación fue de acuerdo a los siguientes 
criterios (CLSI 2015): 
 
Diámetro de la zona de inhibición (mm) 
Susceptible Resistente 
> 25 < 24 
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6.5.2. Determinación del gen mecA 
 
Con el DNA previamente extraído por lisis enzimática, se realizó una PCR de punto 
final con los iniciadores reportados previamente en 2009 por Zhang et al..(Martineau et 
al. 2001). Las secuencias de los iniciadores empleados son las siguientes: MecA147-
Forward 5’-GTGAAGATATACCAAGTGATT-3’ y MecA147-Reverse 5’- 
ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-3’(Eurofins MWG Operon, Huntsville, AL, 
E.U.A.); los cuales generan productos de PCR 147 pb 
 
Para la PCR se añadió 10 ng de DNA a una mezcla de reacción compuesta por 1X 
del buffer de reacción NH4 pH 8.8, MgCl2 2.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1 U de Taq DNA 
polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) e iniciadores a una concentración de 
0.046 µM.  
 
Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94ºC para 
la desnaturalización inicial; seguido por 10 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 45 s, 
alineamiento a 65ºC por 45 s, elongación a 72ºC por 1.5 min; y otros 25 ciclos a 94ºC por 
45 s, 55ºC por 45 s, 72ºC por 1.5 min; y por último 1 ciclo a 72ºC por 10 min para la 
elongación final. 
 
Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizó una 
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1.5% empleando una cámara de 
electroforesis Thermo Maxicell Primo EC 340, el cual se sometió a 120 V por 45 min y 
se tiñó con bromuro de etidio (2 g/mL),  se empleó un marcador de peso molecular de 
200 a 10,037 pb (HyperLadder™ I, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). Finalmente 
el gel se reveló en un transiluminador con luz UV a 254 nm empleando un 
fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom. Las imágenes 
fueron documentadas en formato digital mediante el software Labworks. 
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6.6. Tipificación del SCCmec 
 
La determinación del tipo de SCCmec se realizó mediante la amplificación de los 
complejos de genes mec y genes ccr por PCRs múltiples tal como se describen en los 
métodos de Zhang y Kondo (Zhang et al. 2005; Kondo et al. 2007).  
 
6.6.1. Método de Zhang 
 
Se realizaron cuatro PCR’s, tres múltiples y una convencional, la primera de ellas 
para determinar el tipo de casete, la segunda para la clase de mec, la tercera para el tipo 
de ccr y la última para clase de ccrC. 
 
Para las cuatro PCR’s los volúmenes de reacción se estandarizaron de la manera 
siguiente: se añadió 10 ng de DNA a una mezcla de reacción compuesta por 1X del buffer 
de reacción NH4 pH 8.8, MgCl2 2.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1 U de Taq DNA polimerasa 
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) y los iniciadores (Eurofins MWG Operon, 
Huntsville, AL, E.U.A) se añadieron en diferentes concentraciones (Tabla 3).  
 
Las tres primeras PCR’s (tipo de casete, mec y ccr) se realizaron bajo las siguientes 
condiciones de amplificación: 1 ciclo de 5 min a 94ºC para la desnaturalización inicia l; 
seguido por 10 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 45 s, alineamiento a 65ºC por 45 s, 
elongación a 72ºC por 1.5 min; y otros 25 ciclos a 94ºC por 45 s, 55ºC por 45 s, 72ºC por 
1.5 min; y por último 1 ciclo a 72ºC por 10 min para la elongación final. 
 
Para la PCR convencional (determinación de ccrC) las condiciones de amplificac ión 
fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94ºC para la desnaturalización inicial; seguido 
por 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 1 min, alineamiento a 50ºC por 45 s, 
elongación a 72ºC por 45 s; y por último 1 ciclo a 72ºC por 10 min para la elongac ión 
final. 
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6.6.2 Método de Kondo y cols. 
 
Se realizaron seis PCR’s múltiples: M-PCR 1 y M-PCR 2, para determinar el tipo 
de casete; M-PCR 3 y M-PCR 4, para asignar el subtipo de casete en base a los elementos 
contenidos en la región de unión 1; M-PCR 5 y M-PCR 6 para identificar plásmidos y 
transposones en la región de unión 3. La secuencia de los iniciadores (Alpha DNA, 
Montreal, Canadá) y región de amplificación se encuentran en la tabla 4. 
 
Para  M-PCR la mezcla de reacción se realizó con 10 ng de DNA, 1X del buffer de 
reacción NH4 pH 8.8, MgCl2 3.2 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1.25 U de Taq DNA polimerasa 
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) y 0.1 M de cada iniciador. De M-PCR 2 a M-
PCR 5 la mezcla de reacción fue igual que para la M-PCR 1, excepto por la concentración 
de MgCl2 que fue de 2 mM. Para la M-PCR 6 se empleó un kit de reacción que incluye 
Taq DNA polimerasa de alta eficiencia (Platinum, Invitrogen, Foster City, CA, E.U.A), 
y la mezcla de reacción fue compuesta por 10 ng DNA,  1X de buffer de alta eficienc ia 
(Tris-HCl 20 mM pH 8, EDTA0.1 mM, DTT 1mM, glicerol al 50%), dNTP’s 0.8 mM, 
MgSO4 2 mM, cada iniciador a una concentración de 0.2 M y 1.25 U de Taq DNA 
polimerasa de alta eficiencia. 
 
Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: para M-PCR 1, 1 ciclo de 2 
min a 94ºC para la desnaturalización inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalización a 
94ºC por 2 min, alineamiento a 57ºC por 1 min, elongación a 72ºC por 2 min; y por último 
1 ciclo a 72ºC por 2 min para la elongación final. Para las M-PCR 2 a M-PCR 5 se 
emplearon las mismas condiciones de amplificación que en la M-PCR 1, excepto por la 
temperatura de alineamiento que fue de 60ºC. Para la M-PCR 6, 1 ciclo de 2 min a 94ºC 
para la desnaturalización inicial; seguido por 10 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 15 
s, alineamiento a 50ºC por 30 s, elongación a 68ºC por 8 min; y otros 20 ciclos a 94ºC por 
15 s, 50ºC por 30 s, 68ºC por 12 min; y por último 1 ciclo a 72ºC por 7 min para la 
elongación final. 
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Tabla 3. Iniciadores empleados en la tipificación del SCCmec por el método de Zhang y cols . 
Iniciador Secuencia (5'-3') [M] a (pb)b Especificidad 
Tipo I-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 0.048 613 SCCmec I 
Tipo I-R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC    
Tipo II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG 0.032 398 SCCmec II 
Tipo II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC    
Tipo III-F CCATATTGTGTACGATGCG 0.04 280 SCCmec III 
Tipo III-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG    
Tipo IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG 0.104 776 SCCmec IVa 
Tipo IVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG    
Tipo IVb-F TCTGGAATTACTTCAGCTGC 0.092 493 SCCmec IVb  
Tipo IVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC    
Tipo IVc-F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 0.078 200 SCCmec IVc 
Tipo IVc-R TTGGTATGAGGTATTGCTGG    
Tipo IVd-F5 CTCAAAATACGGACCCCAATACA 0.28 881 SCCmec IVd 
Tipo IVd-R6 TGCTCCAGTAATTGCTAAAG    
Tipo V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 0.06 325 SCCmec V 
Tipo V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC    
MecA147-F GTGAAGATATACCAAGTGATT 0.046 147 mecA 
MecA147-R ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT    
mecI-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT 0.08 146 mec clase A 
mecI-R ATATCATCTGCAGAATGGG    
IS1272-F TATTTTTGGGTTTCACTCGG 0.08 1,305 mec clase B 
mecR1-R CTCCACGTTAATTCCATTAATACC    
ccrAB-2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 0.08   
ccrAB-2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 0.08 700 ccr tipo 1 
ccrAB-3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 0.08 1,000 ccr tipo 2 
ccrAB-4 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 0.08 1,600 ccr tipo 3 
ccrC-F ATGAATTCAAAGAGCATGGC 0.08 336 ccr tipo 5 
ccrC-R GATTTAGAATTGTCGTGATTGC    
a Concentración del iniciador requerida para la reacción de amplificación  
b
 Tamaño del producto esperado 
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Tabla 4. Iniciadores empleados para la tipificación del SCCmec por el método de Kondo y cols. 
Iniciador Secuencia (5’- 3’) Genes o alelos Producto (pb) 
M-PCR 1    
mA1 TGCTATCCACCCTCAAACAGG mecA (mA1-mA2) 286 
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA 
 
 
1 AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccrA1-ccrB ( 1-ßc) 695 
2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT ccrA2-ccrB ( 2-ßc) 937 
3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccrA3-ccrB ( 3-ßc) 1,791 
ßc ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 
 
 
4.2 GTATCAATGCACCAGAACTT ccrA4-ccrB4 ( 4.2-
ß4.2) 
1,287 
ß4.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT 
 
 
R CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT ccrC( R- F) 518 
F CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT 
  
M-PCR 2 
   
mI6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mecA-mecI(mA7-
mI6) 
1,963 
IS7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG mecA-IS1272  2,827 
IS2(iS-2) TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT upstream de mecA 
(mA7-IS7) 
804 
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA-IS431 
upstream de mecA 
(mA7-IS2[iS-2])  
M-PCR 3  
   
1a3 TTTAGGAGGTAATCTCCTTGATG E007 en tipo I.1SCC 
mec (1a3-la4) 
154 
1a4 TTTTGCGTTTGCATCTCTACC   
4al TTTGAATGCCCTCCATGAATAAAAT CQ02 en tipo 
V.1(IVa) SCCmec 
(4al-4a3) 
458 
4a3 AGAAAAGATAGAAGTTCGAAAGA   
4b3 AACCAACAGTGGTTACAGCTT M001 en tipo 
IV.2(IVb) 
SCCmec(4b3-4b4) 
726 
4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT   
4c4 AGGAAATCGATGTCATTATAA CR008 en tipo 
IV.3(IVc) SCCmec 
(4c4-4c5) 
259 
4c5 ATCCATTTCTCAGGAGTTAG   
4d3 AATTCACCCGTACCTGAGAA CD002 en tipo 
IV.4(IVd)SCCmec 
(4d3-4d4) 
1,242 
4d4 AGAATGTGGTTATAAGATAGCTA 
  
M-PCR 4  
   
kdpB1 GATTACTTCAGAACCAGGTCAT kdpBintypeII.1(IIa)S
CCmec (kdpB1-
kdpB2) 
287 
kdpB2 TAAACTGTGTCACACGATCCAT   
2b3 GCTCTAAAAGTTGGATATGCG SA01 en tipo II.2 
(IIb) SCCmec (2b3-
2b4) 
1,518 
2b4 TGGATTGAATCGACTAGAATCG   
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4b3 AACCAACAGTGGTTACAGCTT IIE03 en tipo I.3(IIE) 
SCCmec orM001 en 
tipo IV.2(IVb) 
SCCmec (4b3-4b4) 
726 
4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT   
II4-3 GTACCGCTGAATATTGATAGTGAT RN06 en tipo 
II.4SCCmec (II4-3-
II4-1) 
2,003 
II4-1 ACTCTAATCCTAATCACCGAAC   
3a1 ATGGCTTCAGCATCAATGAG Z004 en tipo 
III.1SCCmec (3a1-
3a2) 
503 
3a2 ATATCCTTCAAGCGCGTTTC 
  
5a1 ACCTACAGCCATTGCATTATG V024 en tipo 
VSCCmec (5a1-a2) 
1,159 
5a2 TGTATACATTTCGCCACTAGCT   
M-PCR 5 
   
ermA1 TGAAACAATTTGTAACTATTGA ermA-CN030 o 
CZ021 en J2 región 
tipo II.1(IIa) o tipo 
III.1SCCmec 
(ermA1-mN5) 
2,756 
cad4 ATTGCGATTCTTTCCGATATGG cadB-CN030o CZ021 
in J2 región tipo 
II.1(IIa) o tipo 
III.1SCCmec (cad4-
mN5) 
1,540 
M-PCR 6 
   
ant1 CAGACCAATCAACATGGCACC mecA-ant(4') en 
pUB110(mA1-ant1) 
4,952 
pT181-2 AGGTTTATTGTCACTACAATTGA mecA-
tetKinpT181(mA1-
pT181-2) 
7,406 
mA1 TGCTATCCACCCTCAAACAGG 
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6.7. Producción de biopelícula 
 
Se realizó la determinación semicuantitativa de la formación de biopelícula 
mediante la tinción con cristal violeta partiendo de los protocolos descritos previamente  
(Christensen et al. 1985; Frank et al. 2007) Todos los aislamientos se ensayaron por 
cuadruplicado en dos experimentos diferentes llevados a cabo en diferentes días. Estos 
ensayos se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano. En este ensayo 
de realizó la corrección del error de las tasas de crecimiento mediante la determinac ión 
del índice de biopelícula (IB).  
 
Para la formación de biopelícula los aislamientos se sembraron en agar sangre o 
soya tripticaseína y se incubaron por 18-24 horas a 36° C. Se realizó la inoculación de 
cada aislamiento en 5 ml de caldo soya tripticasa y se incubaron por 18-24 horas a 36°C. 
Se preparó una dilución 1:100 de los cultivos caldo soya tripticasa suplementado con 1% 
de glucosa. Se colocaron 100 µl de cada cultivo diluido en cada una de las 4 celdas de la 
placa (3 para la determinación de biopelícula y 1 para la determinación de células 
planctónicas) y se incubó 24 h a 36°C. Posterior a la incubación se determinó la densidad 
óptica (DO) de las células planctónicas, para lo cual se transfirieron 100 µl de cultivo de 
una de las cuatro celdas de cada aislamiento a una nueva placa y la densidad óptica se 
midió a 600 nm.  
 
Para determinar la densidad óptica de la biopelícula, se eliminaron las células 
planctónicas del resto de las celdas en la placa original. Se realizaron dos lavados, el 
primero con PBS pH 7.2 y el segundo con agua desionizada estéril y la placa se dejó secar 
al aire. Después se añadieron 125 µl de cristal violeta al 0.1% a cada celda y se dejó por 
10 min a temperatura ambiente. Posterior a este tiempo, se eliminó la solución de cristal 
violeta. Enseguida se realizaron cinco lavados con PBS 1X pH 7.4. Después se añadieron 
200 µl de una mezcla etanol-acetona (70:30) y se dejó por 10-15 min a temperatura 
ambiente para que la biopelícula se disolviera. Finalmente la placa se llevó a un lector de 
placas de ELISA y se midió la densidad óptica a 570 nm. Para este ensayo se utiliza ron 
las cepas control de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Staphylococcus aureus BAA-
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44. El índice de biopelícula se obtuvo de la relación: DO de las células planctónicas entre 
DO de las células de biopelícula. Para simplificar el análisis de los datos se utilizó la 
clasificación ordinal para el nivel de biopelícula propuesta por Christensen y cols. DO ≤ 
0.120: no productor de biopelícula, > 0.120 a ≤ 0.240: productor débil de biopelícula, > 
0.240: productor fuerte de biopelícula. 
 
6.8. Genes asociados a la producción de biopelícula 
 
Se realizó una PCR múltiple para determinar la presencia de los genes icaA, icaB, 
icaC, icaR e icaD utilizando el método previamente descrito (Arciola et al. 2005). La PCR 
se preparó añadiendo 10 ng DNA a una mezcla de reacción compuesta de 1X del buffer 
de reacción NH4 pH 8.8, MgCl2 2.5 mM,  dNTP’s 400 µM, 0.5 U Taq DNA polimerasa 
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A) y los iniciadores (Instituto de Biotecnología 
UNAM, MO, México) se añadieron en diferentes concentraciones (Tabla 5). Las 
condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo de 5 min a 94ºC para la desnaturalizac ión 
inicial; seguido por 50 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 30 s, alineamiento a 54ºC 
por 30 s, elongación a 72ºC por 1 min, y por último 1 ciclo a 72ºC por 2 min para la 
elongación final. 
 
Tabla 5. Iniciadores para la amplificación de los genes genes icaA, icaB, icaC, icaR e icaD y cols. 
Iniciador Secuencia (5'-3') [M] a (pb)b Especificidad 
icaR-F TAATCCCGAATTTTTGTGAA 1.6 469 icaR 
icaR-R AACGCAATAACCTTATTTTCC    
icaA-F ACAGTCGCTACGAAAAGAAA 1.0 103 icaA 
icaA-R GGAAATGCCATAATGACAAC    
icaD-F ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 0.6 198 icaD 
icaD-R CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA    
icaB-F CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 1.6 302 icaB 
icaB-R AAAGTCCCATAAGCCTGTTT    
icaC-F TAACTTTAGGCGCATATGTTTT 1.2 400 icaC 
icaC-R TTCCAGTTAGGCTGGTATTG    
a Concentración del iniciador requerida para la reacción de amplificación  
b
 Tamaño del producto esperado 
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6.9. Perfil de susceptibilidad a los antibióticos 
 
Para determinar el perfil de susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas 
se realizó el método de dilución en caldo descrito por el CLSI en el documento M07-
A11(CLSI 2015).  
 
El perfil de susceptibilidad a los antibióticos en células de biopelícula se realizó 
mediante la producción de biopelícula en el dispositivo Calgary para su posterior 
exposición a diversos antibióticos según lo descrito por Ceri et al., 2001(Ceri et al. 1999; 
Ceri et al. 2001). Para la interpretación de los resultados se utilizaron los lineamiento s 
establecidos por el CLSI en el documento M100-S24 (CLSI 2015).  
 
Los antibióticos y las concentraciones utilizadas se seleccionaron en base a lo 
establecido por el CLSI y fueron adquiridos de la casa comercial  Sigma Aldrich® 
(Toluca, Estado de México). El perfil de susceptibilidad en células planctónicas y de 
biopelícula, incluyeron la evaluación de los antibióticos eritromicina, trimetoprima, 
amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina, ciprofloxacina y cloranfenicol en 
concentraciones de 0.06 a 1,024 µg/mL. 
 
6.9. 1. Susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas 
 
Como primer paso todos los aislamientos fueron sembrados en agar Müeller-Hinton 
y se incubaron por 24 h a 37ºC.  Por cada aislamiento se preparó una placa de 96 pocillos 
(12 x 8) con diluciones seriadas de los antibióticos a evaluar. Las placas se llenaron 
utilizando una pipeta multicanal con 200 µL de la concentración más alta de 
antimicrobiano en la primera celda de cada antibiótico. Posteriormente se añadió un 
volumen de 100 µL de caldo Müeller-Hinton en todos los pocillos con excepción de los 
que tienen los antibióticos con la concentración más alta y las diluciones se realizaron 
haciendo pases consecutivos de 100 µL (2 a la 3, 3 a la 4, 4 a la 5 etc) de una celda a la 
otra y se eliminó 100 µL de la última celda de cada antibiótico, de tal manera que antes 
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del inóculo  todas las celdas quedaran con un volumen total de 100 µL. Los dos últimos 
pocillos de la última fila se dejaron como controles negativos. 
 
Posterior a la incubación de los cultivos, se prepararon los inóculos por suspensión 
de las colonias en 5 mL de solución salina que se ajustó a una turbidez de 0.5 de la escala 
de McFarland, enseguida se realizó una dilución 1:10 en 15 mL de caldo Müeller-Hinton. 
El inóculo final fue de 5 x 105 UFC/mL y enseguida (15 minutos antes tras su preparación) 
se transfirieron con una pipeta multicanal 100 µL del inóculo a cada pocillo de la placa, 
con excepción de los controles negativos.  
 
Las placas se incubaron a 37°C durante 16-20 horas. Para evitar diferencias de 
temperatura en la incubación de bloques de placas de microtitulación no se apilaron más 
de cuatro a cinco  placas dentro de la incubadora. Después del periodo de incubación se 
procedió a realizar la lectura de los resultados. La CMI se definió como la menor 
concentración de antimicrobiano que a simple vista inhiba completamente el crecimien to 
del microorganismo en estudio. La interpretación de los resultados se realizó tomando 
como referencia el crecimiento observado en los pocillos usados como control positivo.  
 
Los controles positivos presentan una clara turbidez o un botón de al menos 2 mm 
de diámetro. Para la lectura se utilizó un lector con espejo en el que se reflejó la parte 
inferior de la placa de microtitulación. Para el control de calidad se empleó la cepa de 
Staphylococcus aureus ATCC 29213. 
 
6.9. 2. Susceptibilidad a los antibióticos en células de biopelícula 
 
Para determinar la susceptibilidad a los antibióticos en células de biopelícula se siguió 
los ensayos previamente reportados (Ceri et al. 2001; Qu et al. 2010). La biopelícula 
bacteriana se desarrolló en las clavijas de poliestireno en el Dispositivo de Calgary tras la 
incubación del cultivo en una placa de microtitulación (MBEC ™ -Physiology y Genética, 
Innovotech, Edmonton, AB, Canadá). Inicialmente, se preparó un inóculo bacteriano el 
cual se ajustó a una turbidez del 1.0 de la escala de McFarland y este fue diluido 1:50 (~ 
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108 CFU / mL) en  caldo de soya tripticaseína con glucosa al 1%. Para establecer la 
biopelícula, se añadieron 100 µL del inóculo a cada pocillo de una placa de microtitulac ión 
de 96 pocillos. A continuación, se colocó la tapa y las clavijas de poliestireno quedaron 
sumergidas dentro de los inóculos. El dispositivo ensamblado se colocó en un agitador  a 
150 rpm en una incubadora humidificada durante 18-24 h a 35 ° C. Después de la 
incubación, las clavijas de la tapa se enjuagaron dos veces con 100 µL de PBS para 
eliminar las células no adherentes. La tapa se transfirió a una nueva placa de 
microtitulación con 100 µL de las diluciones seriadas de antibióticos (1,024 µg / mL a 
0:06 µg / mL) en caldo de Müeller-Hinton (MHB) y MHB con 1% de NaCl (para 
oxacilina). Las placas de microtitulación se incubaron a 35°C durante 24 h. Después de la 
exposición a antibióticos, la tapa se retiró y las clavijas se lavaron dos veces con PBS. 
Una vez lavada, la tapa con las clavijas se transfirió a una nueva placa de microtitulac ión 
con MHB (placa de recuperación) la cual fue sonicada por durante 8 a 10 s a máxima 
intensidad en un ultrasonicador. (Branson 5800 limpiador ultrasónico). La placa de 
recuperación se incubó durante 24 horas a 35°C. Se comprobó visualmente la turbidez en 
los pocillos y la Concentración Mínima de Erradicación de Biopelícula (CMEB) se definió 
como la concentración mínima de antimicrobiano que erradica la biopelícula.  
 
La CMI y la CMEB se midieron en tres ocasiones diferentes. En el caso de no 
presentar concordancia entre los valores, se realizó un cuarto ensayo. Para el análisis de 
datos se consideró como una diferencia significativa, cuando los aislamientos mostraron 
un aumento de >2 veces la CMEB respecto de la CMI para amikacina, ciprofloxacino, 
eritromicina, linezolid, oxacilina y trimetoprima, y un aumento de > 3 veces para 
cloranfenicol. Esto fue establecido de acuerdo al rango aceptable de CMI para cada 
antibiótico en el control de calidad de Staphylococcus aureus ATCC 25913 
 
6.10. Determinación de clonalidad: electroforesis en gel de campos pulsados  
 
Para identificar y determinar la presencia de clonas, los aislamientos identificados 
definitivamente como S. hominis. S. cohnii y S. sciuri fueron sometidos a PFGE. Se tomó 
como referencia la metodología sugerida para S. aureus (Chung et al. 2000; Murchan et 
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al. 2003). Para los aislamientos de S. hominis se realizaron las modificaciones 
recomendadas para esta especie. (Bouchami et al. 2011b). El protocolo que se llevó a cabo 
fue el siguiente: 
 
1er día. Se sembraron los aislamientos en agar soya tripticaseína (TSA) en placa.  
 
2º día. A partir del cultivo anterior se inoculó una asada (una sola colonia) en 5 mL de 
caldo triptona soya (TSB). Se incubaron hasta fase exponencial (16-18 h) a 37C. 
 
3er día. Se fundió agarosa al 1.5% (Agarosa Certificada para Campos Pulsados, Bio-Rad, 
Inc., CA, E.U.A.) con buffer TBE 0.5X en microondas y se mantuvo entre 40-42C 
mediante calentamiento en baño de agua. Se prepararon 150 L de agarosa por cada 
muestra. Se transfirió 2 mL de cultivo líquido a un tubo eppendorf y se centrifugó por 5 
min a 14,000 rpm. Se eliminó todo el sobrenadante sin remover la pastilla. Se añadió a la 
pastilla 1 mL de PIV frío, se agitó en vórtex hasta disolver y se centrifugó por 5 min a 
14000 rpm. Se preparó una mezcla de reacción para la lisis celular: lisozima (Biotech, Bio 
Basic, Inc., Ontario, Canadá), lisostafina (Sigma-Aldrich Co., E.U.A.) y RNAsa 
(Epicentre, Inc., Madison, WI, E.U.A.) a concentraciones de 10 mg/mL. 
Reactivo Volumen necesario Cantidad a añadir 
Lisozima  10 L/muestra 0.1 mg/muestra 
Lisostafina  10 L/muestra 0.1 mg/muestra 
RNAsa 5 L/muestra 10 L/muestra 
 
Posterior a eso se añadió la mezcla a añadió las 3 enzimas al buffer EC que cambia 
a EC-lisis y se dejó a temperatura ambiente (se preparó 1 mL de EC por muestra). Se 
eliminó el PIV de cada tubo. Se añadió 410 L de PIV a cada muestra y se agitó en vórtex 
para disolver la pastilla. Se colocaron 150 L de agarosa fundida a cada tubo, uno por 
uno, se agitó en vórtex, esto se realiza una muestra a la vez para evitar que solidifique la 
agarosa. Para preparar un disco de agarosa: se colocó 35 L de la muestra con agarosa 
sobre un portaobjetos estéril forrado con papel parafilm (se preparó entre 5-7 discos por 
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muestra). Se dejó enfriar los discos a temperatura ambiente por 5 min y se transfirieron a 
un tubo de 15 mL. Se añadió 1 mL de EC-lisis al tubo y los discos se llevaron al fondo, 
sin agitar en exceso para evitar que se rompan. Se incubó por 3 h a 37C. Se preparó una 
solución ESP (1 mL por muestra): se añadió 1 mg de proteinasa K a 1 mL de ES. El 
sobrenadante de EC-lisis se decantó con una gasa estéril, teniendo cuidado de no desechar 
los discos. Se añadió 1 mL de solución ESP y se incubó toda la noche a 37C (mínimo 
17h). 
 
4º día. La solución se filtró con una gasa estéril, y se añadió 13 mL de TE 1X. Se agitó 
por inversión 1 h, y los pasos 18 y 19 se repitieron 5 veces, posterior a estos lavados los 
tubos con buffer TE 1X se almacenaron a 4ºC hasta el siguiente día. 
 
5º día. Se preparó el buffer para la restricción 10X (Takara Bio Inc., Shiga, Japón) de la 
siguiente manera: 
 
 
 
 
 
 
Se transfirieron con pinzas los discos a un tubo eppendorf de 2 mL y se añadieron 
40L de buffer de restricción (SIN ENZIMA) y se incubó a temperatura ambiente durante 
30 min para atemperar. Se preparó por separado la enzima Sma I, para los aislamientos S. 
cohnii y S. sciuri, y la enzima Xho I para los aislamientos de S. hominis (Takara Bio Inc., 
Shiga, Japón) de la siguiente manera: 
 
 
 
 
 
Reactivo 1 reacción 
Buffer 10X (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM KCl, 0.1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.15% Tritón X-100, 0.01% 
BSA, 50% Glicerol) 
5 L 
Agua estéril grado molecular 35 L 
Reactivo 1 reacción 
Buffer 10X 5 L 
Agua estéril grado molecular 33 L 
Enzima SmaI/XhoI (10 U/µL) 2 L 
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Se colocaron los discos en las paredes del tubo eppendorf para poder sacar los 40 
L del buffer de restricción sin enzima. Se añadieron los 40 L del buffer de restricción 
CON ENZIMA y se incubó toda la noche a 37ºC. 
 
6º día. Se desinfectó el equipo (CHEF-DR III Pulsed Field Electrophoresis Systems, 
Bio-Rad) con agua destilada estéril y una pequeña cantidad de cloro (10 mL 
aproximadamente) y se dejó por 20 min, se sacó el agua y se repetió el procedimiento pero 
sin cloro. Se sacaron los discos de la incubación, y se añadieron 4 L de buffer de carga 
10X que contiene: 0.9% SDS, 50% glicerol, 0.05% azul de bromofenol (Takara Bio Inc., 
Shiga, Japón). Se prepararon 7 L de TBE 0.5X. Se preparó el equipo, se verificó que no 
tuviera corriente y se apagó la bomba.  
Se preparó el gel de agarosa al 1% con 150 mL de buffer, y se preparó un excedente de 
10 mL. 
1. Los 5 L de TBE 0.5X se añadieron a la cámara y se dejó hasta que el equipo 
alcanzara los 14C 
2. Se vació la agarosa a la placa, se colocó el peine, y los 10 mL excedentes de 
agarosa se dejaron en baño de agua a 50C 
3. Los discos de agarosa se colocaron en el gel, el marcador de PM al principio y al 
final, los pocillos se cubrieron con el gel con la agarosa que estaba a 50C 
4. El gel se colocó en el equipo y programaron las siguientes condiciones: primer 
bloque T inicial 2 s, T final 20 s, tiempo de corrida 11 h; segundo bloque T inicia l 
2 s, T final 7 s, tiempo de corrida 15 h; voltaje 6 V, ángulo 120. 
 
7º día. Se retiró el gel del equipo y se tiñó con bromuro de etidio 1 g/mL por 5 min y se 
enjuagó con agua destilada, por último se reveló en un transiluminador con luz UV a 254 
nm (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom). 
 
El análisis del patrón de bandas se realizó de manera visual tomando en cuenta los 
criterios establecidos para esta técnica (Tenover et al. 1995); y con ello se creó una base 
de datos la cual fue analizada por el programa estadístico SPSS versión 20, utilizando 
el método de conglomeración del vecino más próximo con la medida binaria de Jaccard y 
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como resultado final se obtuvo un dendograma, con el objetivo de establecer los 
porcentajes de similitud entre los patrones de restricción de los aislamientos para poder 
determinar la presencia de clonas. 
 
6.11. Análisis estadístico 
 
Se realizó una prueba de análisis de varianza (ANOVA) con la corrección post-hoc 
Sidak para comparar las diferencias de las medias entre CMEB, CMI, y los valores de IB. 
Un valor de p ≤ 0:05 fue considerado estadísticamente significativo. 
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7. RESULTADOS. 
 
 
 
7.1. Identificación 
 
Los resultados de la identificación fenotípica indicaron que de los 273 aislamiento s 
de ECN incluidos, el 37% (n=102) fueron S. epidermidis, el 25% (n=67) fueron S. 
hominis, el 16% (n=44) fueron S. haemolyticus, el 9% (n=24) fueron S. cohnii, 4% (n=11) 
fueron S. sciuri. Los otros 25 aislamientos pertenecieron a las especies de S. capitis, S. 
xylosus, S. warneri, S. chromogenes y S. saprophyticus.  
 
Los identificación molecular de las especies S. hominis. S. cohnii y S. sciuri se 
confirmó la identificación de casi la totalidad de los aislamientos. Un aislamiento de S. 
cohnii se descartó ya que presentó un porcentaje de identidad de 65%. Los aislamientos 
incluidos en el estudio se muestran en la tabla 6.  
 
Tabla 6. Aislamientos incluidos en el estudio de acuerdo a la identificación definitiva. 
Especie Espécimen clínico 
S. hominis 
n= 67 
Sangre: n=67 
S. cohnii 
n= 23 
Sangre: n=13 
Catéter: n=7 
Hueso: n=3 
S. sciuri 
n=11 
Sangre: n=6 
Catéter: n=3 
Hueso: n=1 
Ascitis: n=1 
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7.2. Resistencia a meticilina 
 
La frecuencia de aislamientos resistentes a meticilina por la prueba de disco con 
cefoxitina fue  de 100, 85 y 78% para las especies de S. sciuri, S. hominis y S. cohnii, 
respectivamente. Todos los aislamientos que fueron resistentes fenotípicamente a 
cefoxitina presentaron el gen mecA. 
 
7.3. Tipificación del SCCmec 
 
Los resultados de la tipificación del SCCmec para los aislamientos de S. hominis, S. 
cohnii y S. sciuri se muestran en la tabla 7. De los aislamientos mecA-positivos de S. 
hominis, el 66.7% (38/57) tuvo un nuevo tipo de SCCmec. De estos aislamientos con 
nuevo tipo de casete todos presentaron un complejo mecA clase A. La combinación con 
ccrAB1 se encontró en 32 (56.1%) aislamientos, 4 (7%) aislamientos presentaron ccrAB1 
+ ccrC, 1 (1.8%) aislamiento presentó ccrAB4 + ccrC y 1 (1.8%) aislamiento solo presentó 
ccrC. De los 14 (24.6%) aislamientos con SCCmec no tipificables, 10 (17.5%) solo 
amplificaron el complejo mecA clase A y otros 4 (7%) aislamientos no presentaron clase 
de mec ni de ccr.  
 
Entre los 18 (78.3%) aislamientos de S. cohnii que presentaron el gen mecA, el 50% 
presentó un SCCmec nuevo, de los cuales todos tuvieron la clase A del complejo mecA. 
De estos, 5 (27.8%) aislamientos presentaron las recombinasas ccrAB4 y ccrC, 2 (11.1%) 
aislamientos amplificaron para la ccrAB1 y 2 (11.1%) para la ccrC. Solamente 2 (11.1%) 
aislamientos presentaron un SCCmec no tipificable, uno de estos no amplificó ningún 
complejo recombinasa y el otro no presentó clase de mecA.  
 
El total de los aislamientos de S. sciuri presentó el SCCmec. De los aislamiento s 
que presentaron un casete no tipificable (72.7%), 6 (54.5%) presentaron el complejo mecA 
clase A y no amplificaron ninguna recombinasa y 2 (18.2%) aislamientos solamente 
presentaron tipo de recombinasa (ccrAB4, ccrC) pero no clase de mecA.  
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Tabla 7. Resultados de la tipificación del SCCmec de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri 
 
Tipo SCCmec S. hominis n=57  
% (n) 
S. cohnii n=18  
% (n) 
S. sciuri n=11  
% (n) 
NT 24.5 (14) 11.2 (2) 72. 7 (8) 
Nuevo 66.7 (38) 50 (9) 9.1 (1) 
I 5.2 (3) 0 (0) 9.1 (1) 
II 0 (0) 5.5 (1) 9.1 (1) 
III 1.8 (1) 0 (0) 0 (0) 
IV 0 (0) 5.5 (1) 0 (0) 
VI 1.8 (1) 5.5 (1) 0 (0) 
VIII 0 (0) 22.3 (4) 0 (0) 
                 NT: no tipificable 
 
7.4 Producción de biopelícula y genes icaABDC 
 
Los aislamientos S. hominis, S. cohnii y S. sciuri incluidos en este estudio mostraron 
la capacidad para formar biopelícula sobre superficies de poliestireno. El 98.5% de los 
aislamientos de S. hominis mostraron producción de biopelícula, de los cuales el 91% 
mostró una producción fuerte y el 7.5% una producción débil de biopelícula. La media del 
índice de biopelícula (IB) fue de 0.181, 0.360 y 2.542 para los no productores, productores 
débiles y productores fuertes, respectivamente. El gen icaD se detectó en el 100% de los 
aislamientos productores de biopelícula y cuatro de esos aislamientos presentaron los 
otros cuatro genes del operon icaABDC. 
 
El 74 % de los aislamientos S. cohnii fueron positivos para la producción de 
biopelícula, de los cuales el 22% se clasificaron como productores fuertes y el 52% como 
productores débiles de biopelícula. La falta de producción de biopelícula se observó en el 
26% de los aislamientos. La media del índice de biopelícula (IB) fue de 0.239, 0.498 y 
1.180 para los no productores, productores débiles y productores fuertes de biopelícula , 
respectivamente. El gen icaD se detectó en el 30% de los aislamientos productores de 
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biopelícula. El resto de los genes del operon ica no fue detectado en los aislamientos de 
S. cohnii. 
 
S. sciuri mostró que el 54% de sus aislamientos tuvieron la capacidad de producir 
biopelícula. El 36% de estos aislamientos tuvo una producción fuerte y el 18% una 
producción débil de biopelícula. Los aislamientos que no mostraron producción de 
biopelícula representaron el 46%. La media del índice de biopelícula (IB) fue de 0.295, 
0.529 y 2.981 para los no productores, productores débiles y productores fuertes , 
respectivamente. Todos los aislamientos de esta especie fueron negativos para los genes 
del operon icaABDC. 
 
7.5. Susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas y de biopelícula 
 
La frecuencia de resistencia a los antibióticos fue mayor en las células de biopelícula 
que en las células planctónicas para la mayoría de los antibióticos evaluados en S. hominis, 
S. cohnii y S. sicuri. (Figura 5). Particularmente los aislamientos de S. hominis mostraron 
un incremento en el número de aislamientos resistentes a los antibióticos en células de 
biopelícula, principalmente para eritromicina, amikacina, vancomicina y cloranfenico l 
donde la diferencia fue estadísticamente significativa. Para S. hominis los porcentajes de 
resistencia a eritromicina, trimetoprima, amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina, 
ciprofloxacino y cloranfenicol en células planctónicas fueron de 77.6, 79.1, 3, 0, 0, 85, 
58.2 y 22.4% respectivamente, y para las células de biopelícula fueron de 88.1, 82.1, 9, 
4.5, 6, 92.5, 62.7 y 44.8%, respectivamente.  
 
El incremento de aislamientos de S. cohnii resistentes a los antibióticos en células 
de biopelícula se observó en eritromicina, trimetoprima y oxacilina. Un aislamiento de 
esta especie presentó resistencia a los antibióticos solamente en células de biopelícula. 
Para S. cohnii los porcentajes de resistencia a eritromicina, trimetoprima, amikacina, 
vancomicina, linezolid, oxacilina, ciprofloxacino y cloranfenicol en células planctónicas 
fueron de 62.2, 60.9, 0, 0, 0, 78.2, 69.5 y 17.4% respectivamente, y para las células de 
biopelícula fueron de 73.9, 69.6, 4.3, 0, 0, 86.9, 73.9 y 21.7%, respectivamente. 
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Entre los aislamientos de S. sciuri, la tasa de resistencia a los antibióticos fue mayor 
en células de biopelícula solamente para los antibióticos de trimetoprima y ciprofloxacino ; 
sin embargo la diferencia no fue estadísticamente significativa, ya que esta correspondió 
a solo un aislamiento. Para S. sciuri los porcentajes de resistencia a eritromicina, 
trimetoprima, amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina, ciprofloxacino y 
cloranfenicol en células planctónicas fueron de 72.7, 72.7, 0, 0, 0, 100, 54.5 y 36.3% 
respectivamente, y para las células de biopelícula fueron de 72.7, 81.8, 0, 0, 0, 100, 63.6 
y 36.3%, respectivamente.  
 
Entre los aislamientos de las tres especies no se detectó resistencia a linezolid y 
vancomicina en células planctónicas. En las células de biopelícula de S. hominis se detectó 
resistencia a vancomicina y linezolid en tres y cuatro aislamientos, respectivamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Frecuencia de aislamientos resistentes a los antibióticos en células planctónicas y de biopelícula 
de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. AMI: amikacina, VAN: vancomicina, CIP: ciprofloxacino, CLO: 
cloranfenicol, LZD: linezolid, TRI: trimetropim, ERI: eritromicina, OXA: oxacilina. 
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Las CMI50, CMI90, CMEB50 y CMEB90 para cada antibiótico evaluado en las tres 
especies se muestran en la tabla 8. No fue posible determinar las diluciones de diferencia 
entre los valores de CMI y CMEB de eritromicina debido a que la resistencia en células 
planctónicas superó la dilución máxima a la que éste antibiótico es soluble, por lo tanto 
para S. hominis, S. cohnii y S. sciuri las CMI y CMEB fueron mayores a 1,024 μg/mL. 
Cabe destacar que en las tres especies los valores de CMEB90 para linezolid fueron 
significativamente mayores que los CMI90. Mientras que para vancomicina esta misma 
diferencia en el incremento se obtuvo solamente en S. hominis.  
 
Tabla 8. Resultados de la susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas y de biopelícula  
 
  μg/mLc 
Antibióticoa Célulasb 
S. hominis S. cohnii S. sciuri 
CMI50 
CMEB50 
CMI90 
CMEB90 
CMI50 
CMEB50 
CMI90 
CMEB90 
CMI50 
CMEB50 
CMI90 
CMEB90 
ERI Planc 256 512 16 128 64 128 Biop > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 
OXA Planc 2 256 2 4 1 16 Biop 8 512 4 8 2 1024 
LZD Planc 1 1 1 4 0.5 1 Biop 2 4 2 16 1 16 
VAN Planc 0.5 1 1 4 0.5 1 Biop 2 4 2 8 1 1 
CLO Planc 8 64 4 16 4 32 Biop 8 128 8 32 8 32 
CIP Planc 8 64 1 32 8 64 Biop 32 128 8 32 8 64 
AMI Planc 1 2 4 16 2 32 Biop 4 16 32 128 32 128 
TRI Planc 64 256 8 32 32 64 Biop 512 > 1024 64 64 32 128 
aERI: eritromicina, OXA: oxacilina, LZD: linezolid, VAN: vancomicina, CLO: cloranfenicol, CIP: 
ciprofloxacino, AMI: amikacina, TRI: trimetropim. bPlanc: planctónicas, Biop: biopelícula. cCMI50 y 
CMI90: Concentración mínima requerida para inhibir el desarrollo de las células planctónicas del 50 y 90% 
de los aislamientos, CMEB50 y CMBE90: Concentración mínima requerida para erradicar la biopelícula del 
50 y 90% de los aislamientos. Las cifras con negritas indican diferencia significativa entre valores de CMI 
y CMEB.  
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Los resultados del análisis de la correlación del índice de biopelícula con la diferenc ia 
entre los valores de CMI y CMEB mostraron una significancia estadística solamente para 
la especie de S. hominis. Estos resultados se pueden observar en la figura 6. En general, 
la asociación de “a mayor índice de biopelícula, mayor diferencia entre CMEB y CMI” se 
pudo observar para todos los antibióticos evaluados en S. hominis.  
 
 
 
Figura 6. Asociación del índice de biopelícula con el incremento de la CMEB respecto a la CMI en S. 
hominis. AMI: amikacina, VAN: vancomicina, CIP: ciprofloxacino, CLO: cloranfenicol, LZD: linezolid , 
TRI: trimetropim, ERI: eritromicina, OXA: oxacilina. 
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7.7.  Relación clonal 
 
El perfil de clonalidad de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri reveló la presencia de al 
menos dos clonas en cada especie. El porcentaje de similitud entre los patrones de 
restricción de cada especie se representa en los dendogramas de la figura 7.  
 
En S. hominis se observaron cuatro clonas, una de estas con cinco aislamientos, la 
cual fue designada como clona A, y otras tres clonas con dos aislamientos cada una, 
designadas como clonas B, C y D. Las cuatro clonas presentaron una fuerte producción 
de biopelícula. Los aislamientos de la clona A fueron recuperados en noviembre del 2013 
de la unidad de cuidados intensivos pediátricos del Hospital Civil de Guadalajara. La clona 
A fue más resistente a amikacina, linezolid, eritromicina y trimetoprima en células de 
biopelícula que en las planctónicas; tres de los aislamientos de esta clona presentaron un 
tipo nuevo de SCCmec y un aislamiento tuvo casete no tipificable. La clona B incrementó 
la resistencia amikacina, eritromicina y oxacilina en células de biopelícula. Ambos 
aislamientos de esta clona presentaron un SCCmec no tipificable. Los aislamientos de la 
clona C presentaron mayor resistencia eritromicina y linezolid en células de biopelícula 
que en células planctónicas, además mostraron un tipo nuevo de SCCmec. La clona D 
tuvo incremento de la resistencia a amikacina, eritromicina y trimetoprima en células de 
biopelícula. Además, el SCCmec de esta clona fue clasificado como un tipo nuevo. Los 
dos aislamientos de las clonas B, C y D fueron aislados el mismo mes y de la misma área 
hospitalaria.  
 
Entre los aislamientos de S. cohnii se observaron cuatro clonas designadas de la A 
a la D. La clona A incluyó ocho aislamientos, los cuales fueron recuperados a lo largo de 
tres años de diferentes áreas de cuidados intensivos (pediátricos, adultos y posquirúrgicos) 
del Hospital Universitario Dr. José E. González. Seis aislamientos de esta clona 
presentaron un tipo nuevo SCCmec y dos el tipo VIII. Tres aislamientos de esta clona no 
presentaron producción de biopelícula y cinco presentaron una producción débil. La 
resistencia a eritromicina y trimetoprima se incrementó con la producción de biopelícula 
en los aislamientos de la clona A. La clona B se conformó por tres aislamiento s 
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recuperados en un lapso de seis meses de la misma área hospitalaria, de los cuales dos 
presentaron un tipo nuevo de SCCmec y uno no mostró elementos del casete. La 
producción de biopelícula fue débil para dos aislamientos de ésta clona y negativa para un 
aislamiento. La resistencia a eritromicina y amikacina fue mayor en las células de 
biopelícula. La clona C incluyó dos aislamientos que fueron recuperados con un tiempo 
de diferencia de un año, ambos aislamientos presentaron un SCCmec tipo VIII. Un 
aislamiento tuvo una producción fuerte de biopelícula y el otro una producción débil. La 
resistencia a amikacina, eritromicina y linezolid se incrementó en células de biopelícula 
para los aislamientos de ésta clona. La clona D se conformó por dos aislamientos, los 
cuales fueron recuperados el mismo mes de la misma área hospitalaria. Estos aislamiento s 
no presentaron resistencia a meticilina ni elementos del SCCmec. Ambos aislamiento s 
fueron negativos para la producción de biopelícula, por lo que el incremento de la 
resistencia en células de biopelícula no fue determinado.  
 
La relación genética de S. sciuri reveló la presencia de dos clonas, designadas como 
A y B. La clona A incluyó tres aislamientos que fueron recuperados en un lapso de cuatro 
meses de la misma área hospitalaria. Dos aislamientos de ésta clona presentaron un 
SCCmec no tipificable, los cuales presentaron una producción fuerte de biopelícula y un 
aislamiento amplificó para el casete tipo II y no tuvo producción de biopelícula. La clona 
B se conformó por dos aislamientos que tuvieron un SCCmec no tipificable, uno de estos 
aislamientos mostró una producción de biopelícula fuerte y el otro una producción débil. 
Ambas clonas incrementaron las resistencia a eritromicina y trimetoprima en células de 
biopelícula.  
 
En ninguna de las tres especies se encontró asociación entre el tipo de clona y la 
producción de biopelícula.  
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Figura 7. a) Dendograma de la relación genética entre los aislamientos de S. hominis 
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Figura 7. b) Dendograma de la relación genética entre los aislamientos de S. cohnii. c) Dendograma 
de la relación genética entre los aislamientos de S. sciuri 
c) 
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8. DISCUSIÓN 
 
Conocer y comprender la patogenicidad y los factores de virulencia de le los 
patógenos oportunistas S. hominis, S. cohnii y S. sciuri es relevante debido al incremento 
de estos microorganismos como agentes causales de infecciones asociadas a la atención 
de la salud, y a la menor disponibilidad de opciones terapéuticas para tratar estas 
infecciones debido a las elevadas tasas de resistencia a los antibióticos que presentan estas 
especies bacterianas. El grupo de los ECN son en conjunto los microorganismos aislados 
con mayor frecuencia en bacteriemias, principalmente las asociadas a uso de catéter 
central u otros dispositivos médicos. La bacteriemia es una infección del torrente 
sanguíneo que compromete la salud de manera grave, y las que son causadas por los ECN 
y S. aureus resistentes a meticilina tienen tasas de mortalidad alrededor del 30%, las cuales 
se pueden elevar tratándose se aislamientos resistentes a vancomicina o linezolid (Tak et 
al. 2013). La mayoría de los trabajos de investigación sobre los ECN se han enfocado en 
el estudio de S. epidermidis y S. heamolyticus y poco se conoce de las demás especies de 
este grupo.  
 
Aunque las especies que integran el grupo de los ECN comparten características 
bioquímicas y morfológicas, los resultados algunos estudios han demostrado que existen 
diferencias entre los factores de virulencia, niveles de resistencia a los antibióticos y 
epidemiología molecular entre las especies y subespecies de este grupo de 
microorganismos.  
 
Lo anterior aunado a los recientes reportes de diferentes especies de ECN resistentes 
a vancomicina y linezolid, los cuales son considerados como antibióticos de último 
recurso, demuestran la necesidad de una vigilancia epidemiológica constante de estas 
especies, del conocimiento respecto a los factores de virulencia y su repercusión en la 
elevada tasa de resistencia a los antibióticos. Es por eso que en este estudio se realizó la 
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caracterización molecular de la relación genética, genes asociados a la resistencia a 
meticilina y al factor de virulencia más importante de los ECN, la producción de 
biopelícula y su influencia en el perfil de susceptibilidad a los antibióticos. 
 
La primera parte de este trabajo fue la identificación a nivel especie de un grupo de 
ECN y los resultados de la distribución de especies encontrada, coincide con lo reportado 
previamente, en donde S. epidermidis representa la especie más frecuente dentro de los 
ECN, y tanto S. hominis como S. haemolyticus se encuentran dentro de las tres especies 
aisladas con mayor frecuencia de sangre, espécimen de donde provienen la totalidad de 
los aislamientos de S. hominis incluidos en este estudio. S. cohnii y S. sciuri fueron 
especies encontradas con menor frecuencia, y aunque esta distribución coincide con las 
distribuciones reportadas en la literatura, el número de aislamientos de estas dos especies 
incluidos en este trabajo fue más alto que el de los incluidos en estudios previos de ECN 
(Al Wohoush et al. 2011; Ruiz de Gopegui et al. 2011).  
 
Los especímenes clínicos de donde se aislaron S. cohnii y S. sciuri fueron más 
variados que los de S. hominis, ya que estás especies no se aíslan con la misma frecuencia 
de sangre y son reportadas como agentes causales de un mayor espectro de infecciones.  
La concordancia entre los dos métodos de identificación utilizados en este trabajo fue alta. 
Esto es un resultado equiparable con lo reportado previamente en los trabajos de 
comparación de métodos de identificación de ECN, en donde se sugiere emplear además 
del sistema API Staph, el cual ha sido clasificado como uno de los de mayor especific id ad, 
un método molecular que incluye la amplificación parcial de las secuencias 16S rRNA 
por ser una de las que permite una mayor discriminación entre las especies de este grupo 
(Heikens et al. 2005; Garza-Gonzalez et al. 2010c). Esta estrategia de identificación fue 
decidida tomando como base a lo reportado previamente por algunos autores, respecto a 
la mala identificación de los ECN a nivel especie con algunos sistemas bioquímicos 
(Layer et al. 2006; Mellmann et al. 2006; Brigante et al. 2008). De esta manera, se 
aumentó la exactitud del proceso de identificación y se aseguró un estudio que incluyera 
aislamientos exclusivamente de las especies de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri.  
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Los resultados de la determinación de resistencia a meticilina de las especies 
incluidas en este estudio mostraron una frecuencia alta de resistencia a meticilina y esta 
misma frecuencia tuvo concordancia con la presencia del gen mecA. La tasa de resistencia 
a meticilina para los ECN está reportada con un valor de alrededor del 80%, por lo que 
este valor coincide con los resultados obtenidos en este estudio, en donde las tasas de 
resistencia a meticilina en S. sciuri, S. hominis y S. cohnii fueron del 100, 85 y 78%, 
respectivamente. La frecuencia elevada de resistencia a meticilina encontrada en este 
trabajo, además de estar reportada previamente, fue un resultado esperado debido a que 
los que todos los aislamientos incluidos en este estudio fueron de procedencia clínica 
derivados de infecciones asociadas a la atención de la salud, en donde es frecuente la 
resistencia a los antibióticos de la clase β-lactámicos. Aunque la resistencia a los 
antibióticos β-lactámicos puede deberse a diferentes mecanismos como la hidrólis is 
enzimática por la producción de betalactamasas y/o el aumento en la permeabilidad por la 
disminución en la expresión de porinas, el principal mecanismo asociado a la resistencia 
a estos antibióticos es la producción de la proteína PBP2a, codificada por el gen mecA, y 
es por este mecanismo que todos los aislamientos incluidos en este estudio que fueron 
resistentes a meticilina, ya que todos presentaron el gen mecA.  
 
La tipificación del casete por el método de Zhang y Kondo mostró resultados 
concordantes en la determinación de los elementos básicos del SCCmec (clase mecA y 
complejo de genes ccr). La mayoría de los aislamientos de las tres especies presentó una 
combinación de complejos mec y ccr distinta a la descrita para S. aureus (SCCmec nuevo) 
o elementos de estos complejos no detectados (SCCmec no tipificable). La distribuc ión 
de los diferentes tipos de casetes ha sido bien determinada en S. epidermidis y en S. 
hamolyticus, donde los tipos de SCCmec III, IV y V se encuentran con frecuencia. Sin 
embargo, para S. hominis, S. cohnii y S.sciuri esta distribución no ha sido descrita, ya que 
la mayoría de los reportes sobre el SCCmec en estas especies lo muestran como un tipo 
nuevo como no tipificable. Estos datos coinciden con los resultados encontrados en este 
estudio. Otro dato encontrado en este estudio es que el 84.2% (32/38) de los SCCmec 
nuevos de S. hominis presentaron la combinación de mecA clase A y complejo ccrAB1. 
Esta combinación ya había sido reportada previamente (Hanssen et al. 2004; Hanssen y 
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Sollid 2007; Bouchami et al. 2011b). Sin embargo, este es el estudio que reporta la mayor 
frecuencia de este nuevo SCCmec. 
 
Un hallazgo interesante de la tipificación del SCCmec es que los casetes no 
tipificables de 17 aislamientos, no presentaron ningún tipo de complejo ccr. Esto podría 
deberse a varias razones: 1) las ccr presentes en los aislamientos no tipificables, no son 
reconocidas debido a que se encuentran distanciadas de ccrAB y ccrC, es decir, que se 
tratan de un tipo de ccr diferente y que no están relacionadas genéticamente con las ya 
descritas; 2) una frecuencia alta de mutación en la secuencia de unión de los iniciadores 
de ccr utilizados para S. aureus; 3) la recombinación homóloga entre los genes ccr que 
podrían generar nuevos isotipos que no son detectables por las PCR`s establecidas para la 
tipificación; 4) que se trate de un casete en el cual los genes ccr fueron eliminados debido 
a que el gen mecA se transfirió de manera independiente (Hanssen y Ericson Sollid 2006). 
Contrario a lo anterior, se encontraron 8 aislamientos presentaron una combinación de dos 
más tipos de complejos recombinasa, lo cual puede indicar la existencia de un casete con 
dos tipos de complejos ccr o un SCCmec en tandem con un SCC no-mec. Estos resultados 
coinciden con lo reportado en algunos trabajos (Hanssen y Sollid 2007; Mombach et al. 
2007; Ibrahem et al. 2009; Garza-Gonzalez et al. 2010a; Bouchami et al. 2011b; Garza-
Gonz Lez et al. 2011).  
 
Particularmente para S. hominis la proporción de aislamientos considerados como 
no tipificables o con nuevo casete, es mayor en este trabajo que en el reportado por 
Boucham y cols. en 2011, en donde el 32.4% de los aislamientos presentaron una 
estructura de SCCmec tipificable a diferencia de este estudio donde solamente el 8.8% 
presentó SCCmec con una estructura tipificable. Las razones de esta discrepancia podrían 
ser debidas a los diferentes especímenes clínicos incluidos en cada trabajo, a la patología 
del paciente o predilección geográfica; sin embargo para sustentar estos hechos serían 
necesarios más estudios sobre la epidemiología molecular de S. hominis en todo el mundo.  
 
Tomando en cuenta la hipótesis de que transferencia del SCCmec fue de los ECN 
hacia S. aureus, este hecho sugiere que S. hominis, S. cohnii y S. sciuri son reservorios de 
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elementos básicos del SCCmec que se transfieren de manera independiente y que podrían 
haber sido los donantes de estos componentes para el ensamblaje de diferentes tipos de 
casetes  
 
Los datos respecto a las nuevas estructuras, deben ser confirmados por 
secuenciación, y de esta manera se podrán establecer los nuevos tipos de SCCmec con la 
información completa de los elementos que contiene y de la proximidad entre sí. Además 
con esto se podría detectar la presencia de genes de resistencia que incluso no estén 
expresados y que en determinado momento pudieran transcribirse. Los resultados de este 
estudio, en conjunto con lo reportado en los trabajos donde se describen elementos de 
casete diferentes en las especies de S. epidermidis, S. haemolyticus y S. cohnii (Pi et al. 
2009; Zong y Lu 2010; Urushibara et al. 2011), contribuyen a demostrar que los ECN 
presentan una gran frecuencia y diversidad del SCCmec, y que además podrían contener 
elementos que aún no han sido encontrados en S. aureus.  
 
En general, los resultados de la tipificación del SCCmec de los aislamiento s 
incluidos en este trabajo ponen de manifiesto la inminente necesidad de estudiar cada 
especie de los ECN de manera individual y que puedan desarrollarse estrategias adecuadas 
para la tipificación del SCCmec de cada especie. Las metodologías utilizadas en este 
estudio solamente se basan en los datos de PCR para los dos elementos centrales del casete 
(complejo ccr y complejo mec), y aunque en S. aureus es un enfoque válido, para las 
especies de ECN la distribución y la estructura SCCmec sigue siendo difícil de alcanzar y 
se debe tener cuidado en la interpretación de los datos; es decir, que no podemos asegurar 
que algún elemento del casete no está presente solo por no observar su amplificación, ya 
se necesita asimilar que los iniciadores de estas metodologías fueron creados a partir de 
las secuencias de interés en S. aureus, y que una especie diferente por más emparentada 
genéticamente que ésta sea, puede existir una frecuencia alta de mutación en las regiones 
de unión con los iniciadores. Otra limitación de los métodos utilizados es que no tienen 
en consideración la proximidad de los dos elementos básicos en el cromosoma. A pesar 
que las posibles conclusiones planteadas en este estudio son factibles, no se puede afirmar 
que los elementos estructurales encontrados se localicen de igual manera que en el casete 
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descrito para S. aureus.  Por lo tanto, si no se investiga cada especie de ECN por separado, 
el avance en el entendimiento del desarrollo de la resistencia antimicrobiana, así como sus 
mecanismos de acción, será muy difícil de lograr.  
 
El nivel de producción de biopelícula fue diferente entre los aislamientos de S. 
hominis, S. cohnii y S. sciuri, en donde los primeros mostraron la mayor frecuencia 
(98.5%) de aislamientos con capacidad de adherirse a superficies de poliestireno. Hasta 
donde conocemos, este es el primer estudio que reporta valores altos de producción de 
biopelícula en S. hominis, además la mayoría de aislamientos con un nivel fuerte de esta 
producción de acuerdo a la clasificación de Christensen et al. Sin embargo, en general la 
base molecular de la virulencia de las cepas de S. hominis en el contexto de la capacidad 
de formar biopelícula es casi desconocido. Hoy en día, las infecciones asociadas a la 
producción de biopelícula son de particular interés debido a que son muy difíciles de 
erradicar con el uso de esquemas estándar de antibióticos. En este estudio casi el 100% de 
los S. hominis clínicos tienen la capacidad de formar biopelícula in vitro, y es en este punto 
donde cabe señalar, que a diferencia de los aislamientos de S. cohnii y S. sciuri que 
presentaron una frecuencia más baja de formación de biopelícula, todos los aislamiento s 
de S. hominis incluidos en este trabajo fueron aislados de hemocultivos, lo que pone de 
manifiesto que la producción de biopelícula puede tener un rol importante en el 
establecimiento de infecciones que pueden llegar al torrente sanguíneo. En algunos 
estudios previos respecto a la producción de biopelícula en S. hominis se encontró una 
elevada prevalencia del locus icaADBC el cual codifica el polisacárido intracelular de 
adhesión (PIA) que desempeña un papel crucial en la formación de biopelículas en la 
mayoría de las cepas de S. aureus y S. epidermidis (Szczuka et al. 2015). En el 2006, se 
realizó el primer reporte de la presencia del operon ica en el genoma de S. hominis (Chokr 
et al. 2006). En ese trabajo, los investigadores encontraron que de las cuatro cepas de S. 
hominis estudiadas, dos fueron ica-positivos. Sin embargo, estas dos cepas con el gen ica 
no mostraron la capacidad de formar biopelícula in vitro. Los resultados obtenidos de un 
estudio en el año 2002 indicaron que cuatro cepas de S. hominis aisladas de neonatos 
tratados en una unidad de cuidados intensivos presentaron la capacidad de formar 
biopelícula (de Silva et al. 2002). En un estudio más reciente, reportaron que la mayoría 
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de los aislamientos clínicos de S. hominis presentaron el locus icaADBC, pero solamente 
la mitad de las cepas ica-positivos mostraron la capacidad de formar biopelícula(Szczuka 
et al. 2015). A diferencia de esos reportes, los resultados del presente estudio, mostraron 
una frecuencia alta de elementos del operon icaADBC de los cuales la mayoría (98.5%) 
mostró la capacidad de producir biopelícula in vitro. La discrepancia entre los resultados 
obtenidos en este estudio con los previamente reportados puede deberse a varios factores 
como el origen clínico de los aislamientos, la diferencia entre el número de aislamiento s 
estudiados y a la probable diferencia en la composición y estructura de la biopelícula. 
Además, algunos trabajos han demostrado que la producción de biopelícula por cepas de 
Staphylococcus spp. ica-positivos es regulada también por otros genes y depende de 
condiciones ambientales y nutricionales tales como la concentración de glucosa, etanol, 
temperatura, osmolaridad y el crecimiento en condiciones anaeróbicas (Lim et al. 2004; 
Kim et al. 2008; Nuryastuti et al. 2008). Aunque en este estudio se encontró una 
frecuencia alta del gen ica y una fuerte producción de biopelícula, no podemos asumir que 
dicha producción sea dependiente del PIA, ya que para demostrar este hecho hacen falta 
estudios sobre la cuantificación de la expresión del locus icaADBC o del PIA.  
 
En cuanto a la producción de biopelícula de S. cohnii y S. sciuri la información en 
la literatura es escasa. Sin embargo, los resultados de este estudio muestran una frecuencia 
alta de producción de biopelícula comprado con lo reportado previamente (de Allori et al. 
2006). Los aislamientos de estas dos especies mostraron una baja frecuencia del locus 
icaADBC, por lo que probablemente la producción de biopelícula de estas dos especies no 
sea dependiente del PIA y este regulado por otros genes y factores ambientales. A la fecha 
no hay reportes sobre el estudio de la composición y estructura de la biopelícula en estas 
dos especies.  
 
En un reporte sobre la producción de biopelícula de S. hominis se encontró que la 
estructura tridimensional de la biopelícula es característico para cada cepa (Szczuka et al. 
2015). En ese estudio cinco cepas de S. hominis mostraron diferencias en el espesor de las 
estructuras de la biopelícula, y en los componentes de la matriz extracelular.de la misma. 
En ese trabajo de investigación reportaron que algunas cepas de S. hominis tienen una 
71 
 
matriz extracelular de la biopelícula compuesta mayoritariamente por proteínas, mientras 
que en otras cepas el componente principal fueron los polisacáridos. Con los resultados 
de ese estudio previo y con los obtenidos en el presente trabajo una vez más se pone de 
manifiesto que las especies del grupo de ECN presentan diferencias importantes entre sus 
factores de virulencia y que la necesidad de conocer las bases moleculares de los 
mecanismos de patogenicidad incrementa con el número de reportes de estos patógenos 
oportunistas, particularmente con los reportes de aislamientos multifarmacorresistentes.  
 
Los resultados del perfil de susceptibilidad a los antibióticos obtenido por los 
métodos estándares, es decir los realizados en células planctónicas, mostraron tasas 
superiores al 60% para la mayoría de los antibióticos evaluados en las tres especies 
incluidas en este estudio. La resistencia a múltiples fármacos entre los aislamientos S. 
hominis, S. cohnii y S. sciuri de este estudio coincide con los datos previamente 
reportados. Como se ha descrito, esta situación puede ser consecuencia de los períodos 
largos de internamiento y a la terapia antibiótica agresiva y continua a la cual son 
sometidos los pacientes hospitalizados. Esto puede convertir a estas especies en un 
depósito de genes de resistencia los cuales pueden ser donados a otras especies que 
comparten el mismo nicho ecológico, como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. aureus, 
entre otros. Aunque entre estos aislamientos no se detectó resistencia en las células 
planctónicas a los denominados antimicrobianos de último recurso, como vancomicina o 
linezolid, los resultados de este trabajo contribuyen a evidenciar que nuestro país se 
encuentra inmerso en la problemática de la resistencia antimicrobiana (Amabile-Cuevas 
2010). Otro factor importante a considerar respecto al desarrollo de la resistencia 
antimicrobiana a nivel mundial, es que el interés científico, haya enfocado sus prioridades 
sobre las bacterias patógenas, desestimando lo que podría ocurrir con las oportunista s, 
como S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. Mientras tanto, esta porción “inofensiva” de la 
población bacteriana de los organismos animales y humanos sigue actuando como 
reservorio de elementos genéticos de resistencia a los antibióticos, de esta manera hoy en 
día estos microorganismos emergen como patógenos oportunistas de difícil tratamiento 
antimicrobiano (Prescott 2002). 
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Los aislamientos incluidos en este estudio presentaron diferencias en el perfil de 
susceptibilidad a los antibióticos entre las células planctónicas y las de biopelícula. En 
general, la mayoría de los aislamientos fueron más resistentes a los antibióticos en las 
células de biopelícula, principalmente en la especie S. hominis (Figura 5 y Tabla 8). El 
hecho de que S. hominis haya presentado una mayor resistencia en las células de 
biopelícula que las especies de S. cohnii y S. sciuri coincide con los resultados del nivel 
de producción de biopelícula de este estudio. Las células de biopelícula pueden ser más 
resistentes a los antibióticos probablemente porque se han reducido las tasas metabólicas 
y de crecimiento (en particular las células profundas dentro de la biopelícula), o porque la 
matriz de la biopelícula puede adsorber o reaccionar con los antibióticos, reduciendo así 
la cantidad de antibióticos disponibles para interactuar con las células en el biopelícula. 
Otra posibilidad es que la estructura de la biopelícula físicamente reduce la penetración 
de los agentes antimicrobianos impidiendo el acceso a las regiones basales de la 
biopelícula. Como resultado de estos factores, las células de la biopelícula pueden ser 
fisiológicamente distintas de las células planctónicas y, por tanto, expresar los factores de 
protección específicos (Hall-Stoodley et al. 2004; Hoiby et al. 2010; Sommerfeld Ross et 
al. 2012) 
 
El tratamiento con antibióticos basado en los resultados de las pruebas de 
sensibilidad in vitro estándar diseñadas para las células planctónicas puede fallar para 
erradicar las infecciones causadas por especies de S. cohnii, S.sciuri y principalmente de 
S. hominis. Esta posibilidad es preocupante, particularmente cuando el tratamiento se basa 
en monoterapias con vancomicina o linezolid, a los que las células de biopelícula de S. 
hominis de este estudio mostraron un incremento significativo de la resistencia. Teniendo 
en cuenta estos datos, puede ser más útil basar los protocolos de tratamiento para las 
infecciones causadas por S. hominis en pruebas de sensibilidad a los antibióticos en células 
del biopelícula. Nuestros resultados coinciden con lo reportado previamente sobre otras 
especies de ECN (de Allori et al. 2006; Qu et al. 2010). Hasta donde conocemos este es 
el primer reporte sobre el incremento de la resistencia a los antibióticos en células de 
biopelícula de las especies de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. Sin embargo, se debe tener 
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precaución antes de extrapolar estos resultados a todas las especies, debido a la alta 
variabilidad fenotípica y genética entre las especies y subespecies de ECN. 
 
Los IB de S. hominis se asociaron con diferencias entre los valores de CMEB y CMI. 
Por ejemplo, con el aumento de los valores de IB, se incrementó la diferencias entre la 
CMEB respecto a la CMI (Figura 6). Este resultado sugiere que el nivel de producción de 
biopelícula puede ser proporcional al aumento de la resistencia a los antibióticos. Sin 
embargo, esta posibilidad debe ser verificada con más ensayos que evalúan la estructura 
y la composición de la biopelícula. 
 
En este estudio se detectaron clonas en las tres especies incluidas. En el caso de S. 
hominis, las cuatro clonas detectadas fueron productoras fuertes de biopelícula y la 
totalidad de los aislamiento de una clona fueron recuperados en una unidad de cuidados 
intensivos pediátricos. Este hallazgo coincide con varios reportes de brotes de infecciones 
del torrente sanguíneo entre los recién nacidos y adultos que se han atribuido a S. hominis 
subsp. novobiosepticus. Por lo tanto las clonas de esta especie pueden propagarse en el 
medio hospitalario. Adicionalmente, se ha reportado que la colonización por S. hominis 
se detecta con frecuencia en las manos de enfermeras con lesiones de la piel. (Larson et 
al. 1998) 
 
Aunque hubo presencia de clonas en S. hominis, S.cohnii y S. sciuri, en general la 
relación genética de los aislamientos de cada especie mostró clonalidad baja (Figura 7a, b 
y c). Estos datos coinciden con lo reportado previamente sobre la epidemiología molecula r 
estas tres especies (Bouchami et al. 2011b). Este resultado es contrario a lo que se 
esperaría partiendo de que el grupo de los ECN están clasificados como uno de los 
principales agentes de infecciones asociadas a la atención de la salud y a que los 
aislamientos provienen solamente de dos hospitales. Por otro lado, tomando en cuenta que 
estas tres especies forman parte de la microbiota normal de la piel y mucosas, los 
resultados obtenidos sugieren que la mayoría de las infecciones causadas en los pacientes 
podrían ser originadas de manera endógena y no por diseminación cruzada dentro del 
nosocomio.  
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Entre las clonas detectadas se presentaron diferencias entre los patrones de 
susceptibilidad a los antibióticos y los tipos de elementos del SCCmec. Cabe señalar que 
uno de los ejes principales de las líneas de investigación sobre el estudio de los ECN es la 
resistencia a los antibióticos, y es por esto que es necesario distinguir entre la propagación 
de las cepas resistentes (clonas) y la propagación de los genes de resistencia (transferenc ia 
horizontal). Por lo anterior, con los resultados obtenidos se puede deducir que los 
aislamientos incluidos es este estudio probablemente tienen genes de resistencia que no 
fueron adquiridos por propagación clonal y sí por transferencia horizontal. Resulta 
interesante ver que los aislamientos presentan  diversidad genética alta, y de igual manera 
una diversidad alta en su fenotipo de resistencia a los antibióticos. Estos sugiere que la 
propagación de genes de resistencia está en incremento, y que su transferencia es 
independiente a la de otros genes, lo cual tiene sentido si los resultados obtenidos se 
contextualizan en el marco de la selección natural, en donde las bacterias con variantes 
capaces de resistir las concentraciones de antibióticos serán aptas para la supervivencia en 
el organismo donde se encuentren, y entonces el antibiótico se vuelve el primer factor de 
selección. Esto aunado a la producción fuerte de biopelícula que influencia el aumento a 
la resistencia a los antibióticos en S. hominis, S. cohnii y S. sciuri refleja un incremento en 
la dificultad para el tratamiento de las infecciones por estas especies.  
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9. CONCLUSIONES 
 
• Los aislamientos de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri mostraron frecuencia alta de 
resistencia a meticilina, con porcentajes del 85, 78 y 100 % respectivamente, 
asociadas con la presencia del SCCmec. 
• Del total de los aislamientos que presentaron SCCmec, solo el 16.3 % fueron 
tipificables.  
• El 66.7% y el 50% de los aislamientos de S. hominis y S. cohnii presentaron nuevas 
combinaciones de complejos  ccr y mec sugiriendo nuevas estructuras de SCCmec 
para estas especies. 
• La mayoría de los aislamientos (91%) de S. hominis fueron productores fuertes de 
biofim. 
• Ningún aislamiento de S: hominis, S. cohnii y S. sciuri presentó resistencia a 
linezolid y vancomicina en células planctónicas. 
• Los aislamientos de S. hominis mostraron un incremento en las concentraciones 
mínimas inhibitorias para eritromicina, amikacina, trimetroprim, linezolid y 
oxacilina. 
• El incremento en la resistencia a los antibióticos en S. hominis se asoció con 
mayores índices de biopelícula. 
• La clonalidad en general fue baja, sin embargo se detectaron al menos dos clonas 
para las tres especies incluidas en este estudio. 
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10. PERSPECTIVAS 
 
 Estudiar la estructura y composición de la biopelícula de estas tres especies 
 Evaluar la asociación de la biopelícula con la presencia del locus icaADBC. 
 Determinar los niveles de expresión de los genes ica y cuantificar la producción 
del PIA. 
 Evaluar el perfil de susceptibilidad a otros antibióticos en células de biopelícula. 
 Evaluar el efecto de antisépticos sobre el nivel de producción de biopelícula 
 Determinar la capacidad de producción de biopelícula en modelos de diferentes 
dispositivos médicos  
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A. Datos y resultados de los aislamientos 
N° 
aislamiento Identificación 
Fecha de 
colección Hospital
a
 Salab Espécimen 
57 S. cohnii 04/02/2006 HU UCIN sangre 
532 S. cohnii 10/07/2006 HU UCIP catéter 
625 S. cohnii 28/07/2006 HU UCIP sangre 
691 S. cohnii 01/08/2006 HU UCIN sangre 
849 S. cohnii 23/08/2006 HU UCIPQ catéter 
881 S. cohnii 01/09/2006 HU UCIN catéter 
1088 S. cohnii 19/09/2006 HU MI sangre 
1494 S. cohnii 01/10/2006 HU Traumatología hueso 
349 S. cohnii 14/10/2006 HU UCIA catéter 
1786 S. cohnii 17/10/2006 HU UCIA sangre 
1879 S. cohnii 20/10/2006 HU Traumatología hueso 
2074 S. cohnii 22/10/2006 HU Traumatología hueso 
2777 S. cohnii 22/11/2006 HU UCIN catéter 
2909 S. cohnii 04/12/2006 HU UCIN catéter 
3271 S. cohnii 04/01/2007 HU UCIN catéter 
3281 S. cohnii 04/01/2007 HU UCIN sangre 
3319 S. cohnii 18/02/2007 HU UCIN sangre 
8180 S. cohnii 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
9924 S. cohnii 16/12/2010 HCG UCIP sangre 
11507 S. cohnii 03/12/2011 HU UCIN sangre 
12574 S. cohnii 18/06/2012 HU UCIP sangre 
12629 S. cohnii 26/06/2012 HU UCIP sangre 
13985 S. cohnii 30/12/2012 HU UCIP sangre 
397 S. hominis 01/06/2006 HU UCIN sangre 
2593 S. hominis 02/11/2006 HU UCIN sangre 
8115 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIPQ sangre 
8122 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
8125 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
8127 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
8129 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
8144 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
8179 S. hominis 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
9241 S. hominis 20/07/2009 HU UCIN sangre 
9984 S. hominis 16/12/2010 HCG UCIN sangre 
9987 S. hominis 16/12/2010 HCG UCIA sangre 
9989 S. hominis 16/12/2010 HCG UCIA sangre 
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N° 
aislamiento Identificación 
Fecha de 
colección Hospital
a
 Salab Espécimen 
9994 S. hominis 16/12/2010 HCG MI sangre 
10239 S. hominis 19/03/2011 HCG UCIP sangre 
10866 S. hominis 20/07/2011 HU UCIPQ sangre 
11556 S. hominis 05/11/2011 HCG UCIP sangre 
11477 S. hominis 25/11/2011 HU UCIA sangre 
11559 S. hominis 05/12/2011 HU UCIP sangre 
11564 S. hominis 05/12/2011 HCG UCIP sangre 
11565 S. hominis 05/12/2011 HCG UCIP sangre 
11569 S. hominis 05/12/2011 HCG MI sangre 
11768 S. hominis 25/01/2012 HU UCIA sangre 
12019 S. hominis 08/03/2012 HU UCIPQ sangre 
12020 S. hominis 08/03/2012 HU UCIPQ sangre 
12039 S. hominis 16/03/2012 HU UCIPQ sangre 
12096 S. hominis 22/03/2012 HU UCIPQ sangre 
12297 S. hominis 09/05/2012 HU UCIPQ sangre 
12585 S. hominis 20/06/2012 HU Urgencias sangre 
12702 S. hominis 29/06/2012 HCG Nefrología sangre 
12703 S. hominis 29/06/2012 HCG Geriatría sangre 
12705 S. hominis 29/06/2012 HCG UCIA sangre 
12706 S. hominis 29/06/2012 HCG UCIA sangre 
12714 S. hominis 29/06/2012 HCG Hematología sangre 
12716 S. hominis 29/06/2012 HCG MI sangre 
13485 S. hominis 24/10/2012 HU UCIA sangre 
13615 S. hominis 05/11/2012 HCG UCIA sangre 
13617 S. hominis 05/11/2012 HCG UCIA sangre 
13671 S. hominis 13/11/2012 HU UCIPQ sangre 
14104 S. hominis 21/01/2013 HU UCIPQ sangre 
14182 S. hominis 30/01/2013 HU Traumatología sangre 
14260 S. hominis 11/02/2013 HU UCIA sangre 
14570 S. hominis 14/03/2013 HCG UCIP sangre 
14572 S. hominis 14/03/2013 HCG MI sangre 
14601 S. hominis 14/03/2013 HCG UCIN sangre 
14618 S. hominis 14/03/2013 HCG UCIN sangre 
13-387 S. hominis 22/05/2013 HCG UCIP sangre 
13-394 S. hominis 22/05/2013 HCG MI sangre 
13-422 S. hominis 22/05/2013 HCG UCIA sangre 
13-427 S. hominis 22/05/2013 HCG UCIN sangre 
13-431 S. hominis 22/05/2013 HCG UCIP sangre 
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N° 
aislamiento Identificación 
Fecha de 
colección Hospital
a
 Salab Espécimen 
13-435 S. hominis 22/05/2013 HCG Nefrología sangre 
13-438 S. hominis 22/05/2013 HCG Nefrología sangre 
13-600 S. hominis 13/06/2013 HU UCIA sangre 
13-696 S. hominis 27/06/2013 HU UCIA sangre 
13-2118 S. hominis 08/11/2013 HU UCIA sangre 
13-2281 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2300 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2322 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2350 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2355 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2356 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2357 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2361 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
13-2374 S. hominis 22/11/2013 HU UCIN sangre 
13-2382 S. hominis 22/11/2013 HCG UCIP sangre 
14-639 S. hominis 27/02/2014 HU UCIA sangre 
880 S. sciuri 01/09/2006 HU UCIA catéter 
882 S. sciuri 01/09/2006 HU UCIN catéter 
964 S. sciuri 11/09/2006 HU UCIA catéter 
1085 S. sciuri 19/09/2006 HU UCIN sangre 
1090 S. sciuri 19/09/2006 HU UCIA sangre 
2076 S. sciuri 22/10/2006 HU UCIP sangre 
2247 S. sciuri 25/10/2006 HU Traumatología hueso 
2326 S. sciuri 30/10/2006 HU UCIP sangre 
3390 S. sciuri 28/02/2007 HU UCIN ascitis 
8153 S. sciuri 09/06/2009 HCG UCIP sangre 
14220 S. sciuri 08/02/2013 HU UCIP sangre 
aHU: Hospital Universitario “Dr. José E. González”, Monterrey, Nuevo León; HCG: Hospital Civil de 
Guadalajara, Guadalajara, Jalisco. 
bCxGral: cirugía general; MI:medicina interna; UCIA: unidad de cuidados intensivos de adultos; UCIN: 
unidad de cuidados intensivos de neonatos; UCIP: unidad de cuidados intensivos pediátricos; UCIPQ: 
unidad de cuidados intensivos posquirúrgicos  
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Resistencia a meticilina y tipificación de SCCmec 
 
 
N° 
aislamiento 
Sensibilidad  
a cefoxitinaa   
SCCmecb 
mecA Clase mec Tipo ccr Tipo 
 SCCmec Zhang Kondo Zhang Kondo Zhang Kondo 
Staphylococcus cohnii 
57 R pos pos A A 1 1 nuevo 
532 R pos pos A A 1 1 nuevo 
625 S neg neg neg neg neg neg neg 
691 S neg neg neg neg neg neg neg 
849 R pos pos A A 3 3+4 nuevo 
881 S neg neg neg neg neg neg neg 
1088 R pos pos A A 2 2 II 
1494 R pos pos A A 3 3+4 nuevo 
349 R pos pos A A 3 3+4 nuevo 
1786 R pos pos B B NT 4 VI 
1879 R pos pos NT NT 5 5 NT 
2074 R pos pos A A NT 4 VIII 
2777 R pos pos A A 3 3+4 nuevo 
2909 R pos pos A A 3 3+4 nuevo 
3271 S neg neg neg neg neg neg neg 
3281 R pos pos A A 5 5 nuevo 
3319 S neg neg neg neg neg neg neg 
8180 R pos pos A A NT 4 VIII 
9924 R pos pos B B 2 2 IV 
11507 R pos pos A A 5 5 nuevo 
12574 R pos pos A A NT NT NT 
12629 R pos pos A A NT 4 VIII 
13985 R pos pos A A NT 4 VIII 
Staphylococcus hominis 
397 R pos pos A A 1+5 1+5 nuevo 
2593 R pos pos A A 1+5 1+5 nuevo 
8115 R pos pos A A 1+5 1+5 nuevo 
8122 R pos pos A A 1+5 1+5 nuevo 
8125 S neg neg neg neg neg neg neg 
8127 R pos pos A A 5 5 nuevo 
8129 R pos pos A A 1 1 nuevo 
8144 R pos pos A A NT NT NT 
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N° 
aislamiento 
Sensibilidad  
a cefoxitinaa   
SCCmecb 
mecA Clase mec Tipo ccr Tipo 
 SCCmec Zhang Kondo Zhang Kondo Zhang Kondo 
8179 R pos pos A A 3 3 III 
9241 S neg neg neg neg neg neg neg 
9984 R pos pos NT NT NT NT NT 
9987 R pos pos NT NT NT NT NT 
9989 R pos pos A A 1 1 nuevo 
9994 R pos pos A A 4+5 4+5 nuevo 
10239 R pos pos B B 4 4 VI 
10866 R pos pos A A NT NT NT 
11556 S neg neg neg neg neg neg neg 
11477 S neg neg neg neg neg neg neg 
11559 R pos pos A A NT NT NT 
11564 R pos pos A A 1 1 nuevo 
11565 R pos pos A A 1 1 nuevo 
11569 S neg neg neg neg neg neg neg 
11768 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12019 S neg neg neg neg neg neg neg 
12020 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12039 R pos pos A A NT NT NT 
12096 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12297 R pos pos A A NT NT NT 
12585 S neg neg neg neg neg neg neg 
12702 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12703 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12705 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12706 R pos pos A A NT NT NT 
12714 R pos pos A A 1 1 nuevo 
12716 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13485 R pos pos A A NT NT NT 
13615 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13617 S neg neg neg neg neg neg neg 
13671 S neg neg neg neg neg neg neg 
14104 R pos pos A A 1 1 nuevo 
14182 R pos pos A A 1 1 nuevo 
14260 R pos pos A A 1 1 nuevo 
14570 R pos pos A A 1 1 nuevo 
14572 R pos pos A A 1 1 nuevo 
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N° 
aislamiento 
Sensibilidad  
a cefoxitinaa   
SCCmecb 
mecA Clase mec Tipo ccr Tipo 
 SCCmec Zhang Kondo Zhang Kondo Zhang Kondo 
14601 R pos pos A A 1 1 nuevo 
14618 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-387 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-394 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-422 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-427 R pos pos A A NT NT NT 
13-431 R pos pos NT NT NT NT NT 
13-435 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-438 R pos pos B B 1 1 I 
13-600 R pos pos B B 1 1 I 
13-696 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-2118 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-2281 R pos pos B B 1 1 I 
13-2300 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-2322 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-2350 R pos pos A A NT NT NT 
13-2355 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-2356 S neg neg neg neg neg neg neg 
13-2357 R pos pos NT NT NT NT NT 
13-2361 R pos pos A A 1 1 nuevo 
13-2374 R pos pos A A NT NT NT 
13-2382 R pos pos A A 1 1 nuevo 
14-639 R pos pos A A 1 1 nuevo 
Staphylococcus sciuri 
880 R pos pos A A 3 3 III 
882 R pos pos A A NT NT NT 
964 R pos pos A A 2 2 II 
1085 R pos pos NT NT NT 4 NT 
1090 R pos pos NT NT 5 5 NT 
2076 R pos pos A A NT NT NT 
2247 R pos pos A A NT NT NT 
2326 R pos pos NT NT 1+2+5 5 nuevo 
3390 R pos pos A A NT NT NT 
8153 R pos pos A A NT NT NT 
14220 R pos pos A A NT NT NT 
aR: resistente; S: sensible. bpos: positivo; neg: negativo; NT: no tipificable 
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Producción y composición de la biopelícula 
 
 
  Biopelícula/NaCl Biopelícula/Glucosa Detección 
operón icab N°aislamiento Índice Nivela Índice Nivela 
Staphylococcus cohnii 
57 0.572 débil 0.084 NP neg 
532 0.515 débil 0.063 NP neg 
625 0.409 débil 0.134 débil neg 
691 0.429 débil 0.131 NP neg 
849 0.452 débil 0.049 NP neg 
881 0.900 fuerte 0.166 débil icaD 
1088 1.416 fuerte 0.042 NP icaD 
1494 0.308 NP 0.047 NP neg 
349 0.566 débil 0.042 NP neg 
1786 0.053 NP 0.107 NP neg 
1879 0.078 NP 0.012 NP neg 
2074 0.398 débil 0.048 NP neg 
2777 0.645 débil 0.110 NP neg 
2909 0.663 débil 0.098 NP neg 
3271 0.400 débil 0.047 NP neg 
3281 0.422 débil 0.109 NP neg 
3319 1.105 fuerte 0.098 NP icaD 
8180 1.318 fuerte 0.053 NP icaD 
9924 0.200 NP 0.079 NP neg 
11507 0.369 NP 0.104 NP neg 
12574 1.163 fuerte 0.112 NP icaD 
12629 0.500 débil 0.077 NP neg 
13985 0.428 NP 0.099 NP neg 
Staphylococcus hominis 
397 5.666 fuerte 4.963 fuerte icaD 
2593 4.956 fuerte 0.981 fuerte icaD 
8115 3.703 fuerte 1.041 fuerte icaD 
8122 2.762 fuerte 1.050 fuerte icaD 
8125 1.159 fuerte 0.982 fuerte icaD 
8127 5.351 fuerte 0.785 fuerte icaD 
8129 1.753 fuerte 1.201 fuerte icaD 
8144 0.675 fuerte 0.574 fuerte icaD 
8179 1.718 fuerte 1.116 fuerte icaD 
9241 6.399 fuerte 6.554 fuerte icaD 
  
93 
 
  Biopelícula/NaCl Biopelícula/Glucosa Detección 
operón icab N°aislamiento Índice Nivela Índice Nivela 
9984 1.102 fuerte 0.675 fuerte icaD 
9987 0.493 fuerte 0.894 fuerte icaD 
9989 3.686 fuerte 5.594 fuerte icaD 
9994 6.271 fuerte 4.657 fuerte icaD 
10239 1.550 fuerte 0.936 fuerte icaD 
10866 4.992 fuerte 1.507 fuerte icaD 
11556 0.707 fuerte 0.442 fuerte icaD 
11477 6.542 fuerte 8.028 fuerte icaD 
11559 6.014 fuerte 5.477 fuerte icaD 
11564 2.410 fuerte 4.333 fuerte icaD 
11565 5.025 fuerte 2.199 fuerte icaD 
11569 5.348 fuerte 4.972 fuerte icaD 
11768 7.042 fuerte 6.295 fuerte icaD 
12019 0.693 fuerte 1.624 fuerte icaD 
12020 6.318 fuerte 5.738 fuerte icaD 
12039 4.228 fuerte 2.530 fuerte icaD 
12096 2.067 fuerte 1.949 fuerte icaD 
12297 6.705 fuerte 5.129 fuerte icaD 
12585 6.692 fuerte 2.286 fuerte icaD 
12702 4.333 fuerte 2.121 fuerte icaD 
12703 3.070 fuerte 0.663 fuerte icaD 
12705 5.738 fuerte 5.594 fuerte icaD 
12706 5.668 fuerte 1.285 fuerte icaD 
12714 2.359 fuerte 0.772 fuerte icaD 
12716 1.633 fuerte 2.318 fuerte icaD 
13485 0.214 NP 0.220 NP icaD 
13615 0.263 débil 0.658 fuerte icaD 
13617 0.189 NP 0.407 débil icaD 
13671 5.503 fuerte 5.288 fuerte icaD 
14104 3.707 fuerte 1.471 fuerte icaD 
14182 3.105 fuerte 1.459 fuerte icaD 
14260 5.294 fuerte 2.590 fuerte icaD 
14570 0.772 fuerte 0.343 débil icaD 
14572 0.786 fuerte 0.957 fuerte icaD 
14601 4.646 fuerte 4.457 fuerte icaD 
14618 0.509 fuerte 0.441 débil icaD 
13-387 0.366 débil 0.147 NP icaD 
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  Biopelícula/NaCl Biopelícula/Glucosa Detección 
operón icab N°aislamiento Índice Nivela Índice Nivela 
13-394 1.890 fuerte 1.474 fuerte icaD 
13-422 0.583 fuerte 1.339 fuerte icaD 
13-427 5.932 fuerte 7.756 fuerte pos 
13-431 0.206 NP 0.295 débil icaD 
13-435 8.537 fuerte 7.292 fuerte icaD 
13-438 0.602 fuerte 0.176 NP icaD 
13-600 0.959 fuerte 3.759 fuerte icaD 
13-696 5.834 fuerte 7.322 fuerte icaD 
13-2118 0.932 fuerte 1.541 fuerte icaD 
13-2281 1.062 fuerte 2.492 fuerte pos 
13-2300 6.718 fuerte 4.456 fuerte icaD 
13-2322 7.085 fuerte 6.387 débil icaD 
13-2350 0.697 fuerte 0.347 fuerte icaD 
13-2355 0.399 fuerte 0.489 fuerte icaD 
13-2356 0.233 débil 0.345 fuerte icaD 
13-2357 3.540 fuerte 1.778 fuerte pos 
13-2361 0.496 fuerte 0.431 fuerte icaD 
13-2374 0.362 débil 0.400 fuerte icaD 
13-2382 1.812 fuerte 0.818 fuerte icaD 
14-639 4.508 fuerte 5.346 fuerte pos 
Staphylococcus sciuri 
880 0.633 débil 0.294 NP neg 
882 1.321 fuerte 1.868 fuerte icaD 
964 0.143 NP 0.094 NP neg 
1085 0.425 débil 0.318 débil icaD 
1090 0.135 NP 0.128 NP neg 
2076 1.370 fuerte 0.267 NP icaD 
2247 4.714 fuerte 0.344 débil icaD 
2326 0.145 NP 0.028 NP neg 
3390 0.370 NP 0.399 NP neg 
8153 0.681 NP 0.437 débil neg 
14220 4.520 fuerte 0.859 fuerte icaD 
aNP: no productor de biopelícula. bpos: positivo para icaA, icaB, icaD, icaC, 
icaR; neg: negativo; icaD: positivo para icaD 
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Perfil de susceptibilidad a los antibióticos en células planctónicas de y de biopelícula  
 
N° de 
aislamiento 
AMIKACINA VANCOMICINA CIPROFLOXACINA CLORANFENICOL 
Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula 
CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP 
397 2 S 2 S 0.5 S 1 S 2 I 2 I 8 S 8 S 
2593 1 S 2 S 0.5 S 1 S < 0.06 S < 0.06 S 8 S 8 S 
8115 1 S 1 S 4 S 4 S 32 R 32 R 64 R 64 R 
8122 2 S 4 S 0.5 S 1 S 4 R 4 R 128 R 256 R 
8125 0.5 S 2 S 1 S 4 S < 0.06 S 0.12 S 4 S 8 S 
8127 1 S 1 S 0.25 S 2 S 1 S 2 I 8 S 8 S 
8129 4 S 16 S 0.5 S 1 S 1 S 2 I 4 S 8 S 
8144 1 S 2 S 1 S 2 S 8 R 32 R 2 S 8 S 
8179 32 I 64 R 0.5 S 1 S 2 I 8 R 32 R 64 R 
9241 0.12 S 8 S 0.5 S 2 S 0.12 S 2 I 4 S 32 R 
9984 64 R 64 R 1 S 2 S 8 R 32 R 128 R 256 R 
9987 16 S 128 R 1 S 2 S 64 R 64 R 4 S 8 S 
9989 2 S 4 S 1 S 1 S 64 R 64 R 128 R 128 R 
9994 16 S 32 I 0.5 S 1 S < 0.06 S 0.12 S 128 R 128 R 
10239 0.5 S 2 S 1 S 4 S < 0.06 S 0.25 S 4 S 8 S 
10866 0.12 S 2 S 0.5 S 0.5 S 64 R 64 R 8 S 8 S 
11556 0.25 S 1 S 0.5 S 2 S < 0.06 S < 0.06 S 2 S 8 S 
11477 0.25 S 0.25 S 0.5 S 1 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 4 S 
11559 0.25 S 2 S 0.5 S 1 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 8 S 
11564 2 S 16 S 0.5 S 1 S < 0.06 S < 0.06 S 64 R 128 R 
11565 2 S 8 S 1 S 2 S 64 R 256 R 128 R 128 R 
11569 0.5 S 2 S 0.5 S 2 S < 0.06 S 32 R 2 S 16 I 
11768 0.25 S 2 S 0.5 S 2 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 8 S 
12019 0.25 S 0.25 S 0.5 S 1 S < 0.06 S < 0.06 S 2 S 8 S 
12020 0.5 S 1 S 1 S 2 S < 0.06 S 1 S 2 S 8 S 
12039 0.25 S 0.5 S 1 S 2 S 0.25 S 0.5 S 4 S 8 S 
12096 1 S 2 S 2 S 2 S 64 R 64 R 64 R 128 R 
12297 1 S 4 S 0.5 S 2 S 64 R 256 R 8 S 64 R 
12585 0.25 S 0.5 S 0.5 S 1 S < 0.06 S 0.12 S 4 S 8 S 
12702 2 S 4 S 1 S 2 S 128 R 128 R 8 S 16 I 
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12703 1 S 1 S 0.5 S 0.5 S 64 R 64 R 2 S 2 S 
N° de 
aislamiento 
AMIKACINA VANCOMICINA CIPROFLOXACINA CLORANFENICOL 
Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula 
CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP 
12705 1 S 16 S 0.25 S 1 S 8 R 64 R 2 S 16 I 
12706 2 S 2 S 0.5 S 2 S 0.5 S 1 S 8 S 8 S 
12714 1 S 1 S 0.5 S 1 S 0.5 S 1 S 8 S 8 S 
12716 2 S 2 S 0.5 S 1 S 16 R 32 R 4 S 4 S 
13485 0.25 S 0.25 S 0.5 S 0.5 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 1 S 
13615 1 S 1 S 0.5 S 0.5 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 4 S 
13617 0.5 S 0.5 S 1 S 1 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 4 S 
13671 0.25 S 2 S 0.5 S 4 S 0.06 S 0.12 S 4 S 32 R 
14104 4 S 4 S 0.5 S 0.5 S 64 R 128 R 2 S 4 S 
14182 2 S 2 S 1 S 2 S 32 R 64 R 2 S 4 S 
14260 4 S 16 I 0.5 S 2 I 8 R 32 I 64 R 256 R 
14570 1 S 1 S 0.25 S 0.25 S 32 R 32 R 64 R 64 R 
14572 1 S 1 S 0.5 S 1 S 32 R 32 R 8 S 8 S 
14601 4 S 16 S 0.25 S 2 S 0.06 S 0.12 S 32 R 128 R 
14618 0.25 S 0.25 S 0.5 S 0.5 S 32 R 32 R 4 S 4 S 
13-387 0.25 S 0.5 S 1 S 2 S 64 R 128 R 8 S 16 I 
13-394 8 S 16 S 1 S 2 S 8 R 16 R 64 R 128 R 
13-422 0.12 S 0.5 S 0.5 S 4 S < 0.06 S < 0.06 S 128 R 512 R 
13-427 1 S 16 S 0.5 S 4 S 0.06 S 0.12 S 8 S 64 R 
13-431 2 S 2 S 1 S 1 S 32 R 32 R 8 S 16 I 
13-435 2 S 2 S 1 S 1 S 32 R 32 R 8 S 8 S 
13-438 2 S 2 S 1 S 1 S 32 R 32 R 8 S 8 S 
13-600 0.25 S 0.5 S 1 S 2 S < 0.06 S 0.12 S 2 S 4 S 
13-696 2 S 2 S 1 S 1 S 32 R 32 R 8 S 8 S 
13-2118 2 S 2 S 1 S 1 S 32 R 32 R 8 S 8 S 
13-2281 0.25 S 0.25 S 0.5 S 0.5 S 64 R 64 R 8 S 8 S 
13-2300 0.12 S 0.25 S 0.5 S 0.5 S < 0.06 S < 0.06 S 4 S 1 S 
13-2322 1 S 2 S 2 S 2 S 64 R 64 R 64 R 128 R 
13-2350 1 S 2 S 1 S 2 S 64 R 128 R 8 S 16 I 
13-2355 2 S 32 I 1 S 8 I 16 R 128 R 4 S 32 R 
13-2356 1 S 1 S 1 S 2 S 32 R 32 R 8 S 8 S 
13-2357 0.5 S 4 S 0.5 S 2 S 32 R 256 R 8 S 64 R 
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13-2361 0.25 S 0.25 S 1 S 1 S 32 R 32 R < 0.06 S < 0.06 S 
13-2374 0.5 S 2 S 0.5 S 2 S 32 R 128 R 8 S 32 R 
13-2382 2 S 16 S 1 S 8 I 4 R 32 I 8 S 64 R 
14-639 4 S 32 I 2 S 8 I 64 R 256 R 8 S 128 R 
 
N° de 
aislamiento 
LINEZOLID TRIMETOPRIM ERITROMICINA OXACILINA 
Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula 
CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP 
397 1 S 1 S 64 R > 1024 R > 1024 R > 1024 R 4 R 128 R 
2593 1 S 1 S 16 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 2 R 16 R 
8115 0.5 S 2 S 128 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 8 R 256 R 
8122 1 S 2 S 64 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 8 R 16 R 
8125 1 S 2 S 32 R 128 R 64 R > 1024 R < 0.06 S < 0.06 S 
8127 1 S 1 S 64 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 4 R 4 R 
8129 0.5 S 1 S 128 R 1024 R 1 S > 1024 R 0.5 R 1 R 
8144 1 S 1 S 4 S 1024 R 16 R > 1024 R 1 R 8 R 
8179 1 S 2 S 128 R 1024 R 0.5 S > 1024 R 256 R 256 R 
9241 1 S 16 R 0.5 S > 1024 R 0.5 S > 1024 R 2 R > 1024 R 
9984 1 S 2 S 256 R 1024 R 128 R > 1024 R 512 R 1024 R 
9987 1 S 1 S 256 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 512 R 512 R 
9989 1 S 1 S 64 R 64 R > 1024 R > 1024 R 8 R 8 R 
9994 1 S 2 S 64 R > 1024 R > 1024 R > 1024 R 16 R 32 R 
10239 1 S 1 S > 1024 R > 1024 R > 1024 R > 1024 R 2 R 4 R 
10866 1 S 1 S 32 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 2 R 128 R 
11556 0.5 S 1 S 0.5 S 2 S 0.25 S 0.5 S < 0.06 S < 0.06 S 
11477 2 S 2 S 1 S 4 S 0.5 S 0.5 S < 0.06 S 2 R 
11559 1 S 2 S 64 R > 1024 R 8 R > 1024 R 0.5 R 2 R 
11564 1 S 1 S 64 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 16 R 256 R 
11565 1 S 2 S 32 R 1024 R > 1024 R > 1024 R 2 R 4 R 
11569 0.5 S 2 S > 1024 R > 1024 R 0.25 S > 1024 R 4 R 512 R 
11768 1 S 2 S > 1024 R > 1024 R 64 R > 1024 R 0.5 R 2 R 
12019 0.5 S 1 S 128 R 1024 R 128 R > 1024 R < 0.06 S < 0.06 S 
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12020 0.5 S 2 S 32 R > 1024 R 0.12 S > 1024 R 0.5 R 32 R 
12039 1 S 2 S 128 R 256 R 0.5 S 8 R 8 R 16 R 
12096 1 S 2 S 1 S 2 S 256 R 512 R 256 R 512 R 
N° de 
aislamiento 
LINEZOLID TRIMETOPRIM ERITROMICINA OXACILINA 
Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula 
CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP 
12297 1 S 4 S 64 R 256 R 256 R > 1024 R 16 R 64 R 
12585 1 S 2 S 2 S 4 S 0.25 S 0.5 S 2 R 512 R 
12702 1 S 1 S 64 R 128 R 512 R 1024 R 4 R 8 R 
12703 0.5 S 0.5 S 128 R 128 R 256 R 256 R 0.5 R 0.5 R 
12705 0.5 S 1 S 64 R 512 R 1024 R > 1024 R 8 R 64 R 
12706 1 S 1 S 64 R 128 R 128 R 1024 R 2 R 4 R 
12714 1 S 1 S 32 R 512 R > 1024 R > 1024 R 4 R 8 R 
12716 0.5 S 1 S > 1024 R > 1024 R 64 R 1024 R 1 R 2 R 
13485 < 0.06 S < 0.06 S 1 S 1 S 0.5 R 1 S 1 R 1 R 
13615 0.5 S 0.5 S 256 R 256 R 0.25 S 0.25 S 8 R 8 R 
13617 2 S 2 S 8 S 8 S 0.5 S 0.5 S < 0.06 S < 0.06 S 
13671 2 S 8 R > 1024 R > 1024 R 0.5 S 8 R < 0.06 S 1 R 
14104 0.5 S 1 S 64 R 128 R 256 R 512 R 1 R 2 R 
14182 0.5 S 1 S 8 S 16 R 8 R 16 R 1 R 2 R 
14260 1 S 4 S 128 R 512 R 512 R > 1024 R 2 R 8 R 
14570 1 S 1 S 128 R 128 R 256 R 256 R 32 R 32 R 
14572 1 S 2 S 128 R 128 R 256 R 512 R 16 R 16 R 
14601 4 S 8 R 128 R 512 R 0.5 S 8 R 8 R 32 R 
14618 1 S 1 S 2 S 2 S 1 S 8 R 0.5 R 0.5 R 
13-387 1 S 2 S 128 R 128 R 256 R 512 R 1 R 2 R 
13-394 1 S 2 S 1 S 2 S 512 R 1024 R 2 R 4 R 
13-422 1 S 4 S 0.5 S 2 S 256 R > 1024 R 0.5 R 2 R 
13-427 1 S 4 S 32 R 256 R > 1024 R > 1024 R 8 R 128 R 
13-431 1 S 1 S 256 R 256 R 256 R 512 R 512 R 512 R 
13-435 1 S 1 S 256 R 256 R 256 R 256 R 512 R 512 R 
13-438 1 S 1 S 256 R 512 R 256 R 256 R 256 R 256 R 
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13-600 0.5 S 1 S 1 S 2 S 1 S 8 R < 0.06 S 0.12 S 
13-696 1 S 1 S 256 R 256 R 256 R 256 R 256 R 256 R 
13-2118 1 S 1 S 256 R 256 R 256 R 256 R 256 R 512 R 
13-2281 1 S 1 S 256 R 512 R 256 R 512 R 4 R 4 R 
N° de 
aislamiento 
LINEZOLID TRIMETOPRIM ERITROMICINA OXACILINA 
Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula Planctónicas Biopelícula 
CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP CMI INTP CMEB INTP 
13-2300 < 0.06 S < 0.06 S 32 R 32 R 16 R < 0.5 S 0.5 R 0.5 R 
13-2322 1 S 2 S 1 S 2 S 256 R 512 R 256 R 512 R 
13-2350 1 S 2 S 256 R 256 R 256 R 512 R 8 R 16 R 
13-2355 4 S 16 R 256 R > 1024 R 1024 R > 1024 R 0.5 R 4 R 
13-2356 2 S 2 S 256 R 256 R 256 R 512 R 256 R 256 R 
13-2357 1 S 4 S 128 R > 1024 R > 1024 R > 1024 R 2 R 16 R 
13-2361 < 0.06 S < 0.06 S 4 R 4 S 8 R < 0.5 S 0.5 R 2 R 
13-2374 1 S 4 S > 1024 R > 1024 R 256 R > 1024 R 2 R 8 R 
13-2382 1 S 4 S 256 R > 1024 R 512 R > 1024 R 1 R 8 R 
14-639 1 S 4 S > 1024 R > 1024 R 256 R > 1024 R 4 R 32 R 
INTP: interpretación; CMI: concentración mínima inhibitoria (µg/mL); CMEB: concentración mínima de erradicación de biopelícula (µg/mL); S: susceptible; 
R: resistente; 
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Abstract
Objectives
We aimed to characterise the staphylococcal cassette chromosomemec (SCCmec) type,
genetic relatedness, biofilm formation and composition, icaADBC genes detection, icaD
expression, and antibiotic susceptibility of planktonic and biofilm cells of Staphylococcus
hominis isolates from blood.
Methods
The study included 67 S. hominis blood isolates. Methicillin resistance was evaluated with
the cefoxitin disk test.mecA gene and SCCmec were detected by multiplex PCR. Genetic
relatedness was determined by pulsed-field gel electrophoresis. Biofilm formation and com-
position were evaluated by staining with crystal violet and by detachment assay, respec-
tively; and the biofilm index (BI) was determined. Detection and expression of icaADBC
genes were performed by multiplex PCR and real-time PCR, respectively. Antibiotic sus-
ceptibilities of planktonic cells (minimum inhibitory concentration, MIC) and biofilm cells
(minimum biofilm eradication concentration, MBEC) were determined by the broth dilution
method.
Results
Eighty-five percent (57/67) of isolates were methicillin resistant andmecA positive. Of the
mecA-positive isolates, 66.7% (38/57) carried a new putative SCCmec type. Four clones
PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0144684 December 14, 2015 1 / 13
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were detected, with two to five isolates each. Among all isolates, 91% (61/67) were catego-
rised as strong biofilm producers. Biofilm biomass composition was heterogeneous (poly-
saccharides, proteins and DNA). All isolates presented the icaD gene, and 6.66% (1/15)
isolates expressed icaD. This isolate presented the five genes of ica operon. Higher BI and
MBEC values than the MIC values were observed for amikacin, vancomycin, linezolid, oxa-
cillin, ciprofloxacin, and chloramphenicol.
Conclusions
S. hominis isolates were highly resistant to methicillin and other antimicrobials. Most of the
detected SCCmec types were different than those described for S. aureus. Isolates indi-
cated low clonality. The results indicate that S. hominis is a strong biofilm producer with an
extracellular matrix with similar composition of proteins, DNA and N-acetylglucosamine;
and presents high frequency and low expression of icaD gene. Biofilm production is associ-
ated with increased antibiotic resistance.
Introduction
Staphylococcus hominis, a coagulase-negative staphylococcus (CoNS) species, is an opportunis-
tic pathogen that is one of the three most common isolates found in the blood of neonates and
immunosuppressed patients.[1–3] In recent years, reports of S. hominis infection-induced bac-
teraemia, septicaemia, endophthalmitis, and endocarditis have increased in frequency.[2–7] S.
hominis infections are often highly resistant to antibiotics and thus, are difficult to treat. Resis-
tance to linezolid and vancomycin has been reported in several isolates [8–10]. Furthermore,
methicillin resistance, which is associated with themecA gene, has been found in up to 80% S.
hominis isolates [11–13]. ThemecA gene resides within a mobile genetic element called the
staphylococcal cassette chromosomemec (SCCmec)[14] that was first described in Staphylococ-
cus aureus. This element is related tomec gene complex classes A–E and ccr gene complex clas-
ses 1–8. Eleven types of SCCmec have been described (http://www.sccmec.org/Pages/SCC_
TypesEN.html); however, S. hominis is prone to carry novel SCCmec types because of the pres-
ence of high-frequency non-typeable and new combinations ofmec and ccr gene complexes.
[11, 13, 15]
Nosocomial infections by CoNS are primarily associated with the use of medical devices,
likely because of biofilm formation [16–18]. A biofilm is a community of bacteria living in an
organised structure as cellular clusters or microcolonies. The biofilm is encapsulated in a
matrix composed of an extracellular polymeric substance that is separated by open water chan-
nels. The water channels act as a primitive circulatory system to deliver nutrients and remove
metabolic waste products. The biofilm allows bacteria to adhere to inert materials and to expe-
rience increased antibiotic resistance.[19, 20] Several CoNS species are more resistant to antibi-
otics when in a biofilm than when they exist as free-swimming planktonic cells. Therefore,
because they were designed for planktonic cells, antibiotic treatments based on the protocols
provided by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) may fail to clear biofilm-
related CoNS infections.[21]
A recent study described S. hominis biofilm production, their architecture and icaADBC fre-
quency. [22] However, compared to other CoNS species, S. hominis is not categorised as a
strong biofilm producer. Moreover, little information is available regarding the antibiotic
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susceptibility of S. hominis cells in a biofilm. Therefore, we aimed to characterise the SCCmec
type, genetic relatedness, and ability to form biofilms for 67 clinical isolates of S. hominis
obtained from blood cultures. The antibiotic susceptibilities of planktonic and biofilm cells of
these strains were also compared.
Materials and Methods
Ethics statement
This study was performed with approval from the Ethics Committee of the School of Medicine
of the Universidad Autónoma de Nuevo León (approval no. GA14-009). Because patient infor-
mation was anonymized, only microbiological data were analysed. Therefore, the local ethics
committee did not require informed consent.
Clinical isolates
From January 2006 to December 2014, a total of 67 S. hominis clinical isolates from blood cul-
tures were collected from two hospitals in Mexico: Hospital Civil Fray Antonio Alcalde (Gua-
dalajara, Jalisco) and Hospital Universitario Dr José Eleuterio González (Monterrey, Nuevo
León). All isolates were causative agents of laboratory-confirmed bloodstream infection
according to criteria of the US Centers for Disease Control (http://www.cdc.gov/nhsn/pdfs/
pscmanual/17pscnosinfdef_current.pdf). Isolates were kept at -70°C in Brucella broth contain-
ing 15% glycerol. Only one isolate per patient was used in the study.
Isolate identification
Isolates were identified at the species level by API Staph Galleries (bioMérieux, Inc., Durham,
NC, USA), according to the manufacturer’s instructions. Species identification was confirmed
by partial sequencing of the 16S rRNA, as previously described.[23] Sequencing was performed
at the Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México. DNA sequences
were compared to genes in the US National Center for Biotechnology Information (NCBI)
GenBank by using the BLAST algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Methicillin resistance, SCCmec typing, and genetic relatedness
Methicillin resistance was evaluated by the cefoxitin disk test. ThemecA gene was detected by
polymerase chain reaction (PCR).[24] In the cefoxitin disk assay, results under 24 mm indi-
cated resistant isolates, and results of 25 mm or greater indicated susceptible isolates.[25]
Identification of the SCCmec element type, according to the ccr class (AB1, AB2, AB3, or C)
andmec class (A, B, or C), was performed as previously described.[24, 26] The ccrAB4 type was
determined by the method used by Oliveira et al.[27] with the modifications proposed by
Zhang et al.[12] All SCCmec typing experiments were performed in duplicate. SCCmec was
considered ‘non-typeable’ when the ccr and/or themec complex did not amplify by PCR with
any of the primer pairs. SCCmec was classified as ‘new’ when isolates contained a different
combination of ccr andmec complexes as those previously reported for S. aureus by the Inter-
national Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Ele-
ments (http://www.sccmec.org/).
Pulsed-field gel electrophoresis was performed as described for S. aureus [28], including
modifications in the restriction enzyme and running conditions as described by Bouchami
et al.[11] Specifically, isolate samples were digested with XhoI, and bands were separated by a
CHEF-DRIII instrument (Bio-Rad Laboratories). Banding patterns were analysed visually by
counting the bands using Labworks 4.5 software with 1% tolerance and 0.5 optimization
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settings. Similarity coefficients were generated from a similarity matrix, which was calculated
with the Jaccard coefficient in the SPSS 22.0 software package. To define a clone two criterion
previously described were used: a similarity cut-off of 80% [29] and a difference of six bands
[30].
Phenotypic biofilm assay
Semi-quantitative determination of biofilm formation was performed in duplicate by crystal
violet staining as previously described [18, 31], with modifications to the normalisation
approaches that compensate for growth rate differences [32, 33]. All isolates were tested in qua-
druplicate in two independent experiments. Polystyrene, 96-well, flat-bottom, non-treated
plates with a low-evaporation lid were used for this assay.
The cut-offs proposed by Christensen et al. were used to classify the level of biofilm produc-
tion [18]. Isolates with an OD of 0.25 or greater were considered to be strong biofilm produc-
ers, whereas isolates with ODs between 0.12 and 0.24 were considered to be weak biofilm
producers. For quantitative analysis, the biofilm index (BI) was determined. For each experi-
ment, the OD600 measurement for all cells (biofilm + planktonic cells OD600) was divided by
the mean biofilm OD570 measurement of three wells per isolate: BI = total cells OD600 / biofilm
density OD570. Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 (biofilm producer and ica operon-
negative), Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (biofilm producer and ica operon-positive
and S. hominis ATCC 27844 (biofilm non-producer and ica operon-negative) were used as
control organisms.
Biofilm detachment assays
Detachment assays were performed using sodiummeta-periodate (NaIO4) to degrade β-
1,6-linked polysaccharides, proteinase K to degrade proteins and DNase I to degrade DNA as
described previously. [16] Briefly, each mature biofilms cultivated in tryptic soy broth with glu-
cose 1% (TSBglu1%) were washed three times with PBS and were treated with (a) 40 mM NaIO4
in double-distilled H2O, (b) 0.1 mg/mL proteinase K (BIO-37037; Bioline) in 20 mM Tris-HCl
(pH 7.5) with 100 mMNaCl or (c) 0.5 mg/ml DNase I (DN25; Sigma) in 5 mMMgCl2 for 24 h
at 37°C. After, the biofilms were stained with crystal violet as described above. [18] Three
wells containing uninoculated TSBglu1% served as sterility control son each plate; the OD of
these wells was used as spectrophotometric blanks. For each parallel run, the highest and the
lowest OD values were removed to exclude outliers, and the remaining values were averaged.
Percent detachment was calculated by the average difference between the treated wells and the
untreated wells. The detachment results were classified as no detachment (<10%), intermedi-
ate detachment (10 to 50%), moderately strong (51–75%), and strong detachment (>75%) All
isolates were tested in three parallel runs Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 was included
as a control (PIA as most abundant component).
icaADBC operon detection and expression of the icaD
The icaA, icaD, icaB, icaC and icaR genes were detected by multiplex PCR.[34]. The icaD gene
expression was detected in 15 selected isolates. Staphylococcus hominis cells were cultured in
the same conditions used for biofilm formation (TSB1% at 37°C) and harvested at mid-log
phase (16 h). RNA was extracted using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche, CA, USA) fol-
lowing the manufacturer’s instructions. The cDNA synthesis was performed using Transcrip-
tor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, CA, USA). Real-time PCR was performed using
iQ SYBR Green Supermix with the primers previously reported [34] and the PCR conditions
reported by Ciu et al [35]. tuf gene was used as internal control for normalization gene for
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expression of icaD. Amplification of icaD and tuf genes was detected by the presence of prod-
ucts of Tm of 81.12 and 72.14 in the melting curve, respectively. Amplification was confirmed
by the presence of the corresponding PCR products on 2% agarose gel. icaD gene was consid-
ered as up-regulated if there was a relative change in expression higher than two (21) than the
tuf gene.
Minimal inhibitory concentration (MIC)
Susceptibility testing was performed by using the broth microdilution method, as recom-
mended by the CLSI.[25] The tested antibiotics included erythromycin, trimethoprim, amika-
cin, vancomycin, linezolid, oxacillin, ciprofloxacin, and chloramphenicol (Sigma Aldrich,
Toluca, Mexico).
Minimum biofilm eradication concentration (MBEC)
The assay reported by Ceri, H et al.[36] was used to determine the antibiotic susceptibility of
biofilm cells. Bacterial biofilms were grown on polystyrene pegs in the Calgary Biofilm Device
by utilising a microtitre plate (the MBEC™-Physiology and Genetics assay, Innovotech, Edmon-
ton, AB, Canada), and following the manufacturer’s instructions. To begin, a bacterial inoculum
of 1.0 McFarland and diluted 1:50 (~ 108 CFU/mL) into TSBglu1%. To establish biofilm, 100 μL
of the inoculum was added to each well of a 96-well microtiter plate. The peg lid was then fitted
inside of this and the assembled device was placed on a gyrorotary shaker at ~150 revolutions
per minute (rpm) in a humidified incubator for 18–24 h at 35°C. After incubation, pegs lid were
rinsed twice with 100 μL PBS per peg to remove non-adherent cells and transfer the peg lid a
new microtiter plate with 100 μL of twofold serial dilutions of antibiotics ranging from 1024 μg/
mL to 0.06 μg/mL, in Müeller-Hinton broth (MHB) andMHB 1% NaCl (for oxacillin). Microti-
ter plates were then incubated at 35°C for 18 or 24 h, depending on the antibiotics tested. After
antibiotic exposure, the peg lid was removed and rinsed twice with PBS and the biofilm dis-
rupted by sonication for 8 s at 10% of the maximum amplitude (Branson 5800 Ultrasonic
Cleaner) into MHB (recovery plate). The recovery plate was incubated for 24 h at 35°C. It was
visually checked for turbidity in the wells and the MBEC was defined as minimum concentra-
tion of antimicrobial that eradicates the biofilm. Clear wells are evidence of eradication.
For the data analysis, it was considered as a difference significant when the isolates showed
an increase> 2 fold for amikacin, ciprofloxacin, erythromycin, linezolid, oxacillin and trimeth-
oprim, and an increase of> 3 fold for chloramphenicol in MBEC compared to MIC. This was
established according at acceptable range of MIC for antibiotic quality control for Staphylococ-
cus aureus ATCC 25913.
The MIC and MBEC were measured on three different occasions. In the case of non-con-
cordance of the results, a fourth test was performed
Statistical analysis
Analysis of variance (ANOVA) tests with the post-hoc Sidak correction were used to compare
differences between MBEC, MIC, and BI values and averages (SPSS 20.0 software). A p-value
of 0.05 or less was considered statistically significant.
Results
Methicillin resistance, SCCmec typing, and genetic relatedness
The cefoxitin disk test revealed that 85% (57/67) of isolates were resistant to methicillin and
that all of these isolates tested positive for themecA gene. Of the 57mecA-positive isolates,
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66.7% (38/57) had a new SCCmec complex. Of these isolates carrying new SSCmec complexes,
32 amplifiedmec complex A and ccrAB1 (New1), four isolates carriedmec complex A, ccrAB1,
and ccrC (New2), one isolate hadmec complex A and ccrC (New3), and one isolate hadmec
complex A, ccrAB4, and ccrC (New4). Isolates with non-typeable SCCmec complexes repre-
sented 24.6% of the total (14/57). Of these, ten isolates had onlymec class A (NT1) and four
isolates did not have ccr ormec (NT2). Only 8.8% (5/57) of isolates carried a typeable SCCmec
complex: three had type I, one had type III, and one had type VI SCCmec complexes.
Pulsed-field gel electrophoresis of S. hominis isolates revealed 62 different restriction pat-
terns that had at least three band differences between each pattern. Four clones were detected
(Fig 1). Clone A was represented by five isolates that were all recovered in November 2013
from the paediatric intensive care unit of Hospital Civil in Guadalajara, Mexico. Two isolates
represented clones B, C, and D; each clone was isolated in the same month and from the same
area and hospital.
Biofilm formation and icaADBC operon
Of the 67 S. hominis isolates, 91% were categorised as strong biofilm producers as defined by
the cut-off values proposed by Christensen et al.[18] Five isolates (7.5%) were identified as
weak biofilm producers and three isolates (1.5%) as non-producers. The average BI values were
0.181, 0.360, and 2.542 for non-weak, and strong biofilm production, respectively. NaIO4, pro-
teinase K and DNase showed a similar effect on reduction biofilm biomass (Figs 1 and 2). The
icaD gene was detected in all isolates (100%) and four (7.5%) isolates harboured all five ica
genes. Expression of icaD gene was performed in 15 strong biofilm producers icaD positive iso-
lates, from which, only 1/15 (6.66%) isolate (NL14-639) expressed icaD. This isolate expressed
icaDmore than two times than tuf gene that was used as internal control for normalization
and presented the five genes of ica operon. We did not find an association between clone type
and biofilm production, as all clones were strong biofilm producers (Fig 1).
MIC and MBEC
For almost all antibiotics tested, the resistance rate was significantly higher for biofilm cells
than for planktonic cells (Table 1). The minimum concentrations that eradicated the biofilms
of 50% and 90% of isolates (MBEC50 and MBEC90, respectively) were more than two-fold
higher than the minimal concentrations that inhibited 50% and 90% of isolates in planktonic
form (MIC50 and MIC90, respectively) for erythromycin, trimethoprim, amikacin, and vanco-
mycin. This difference was also observed for oxacillin and ciprofloxacin, but only for MBEC50
compared to MIC50. For linezolid, the MBEC90 value was two-fold higher than the MIC90
value. We did not observe a significant difference between the MBEC and MIC values for
chloramphenicol; however, the chloramphenicol resistance rate of biofilm cells was still two-
fold higher than the resistance rate of planktonic cells. None of the 67 isolates tested in this
study were resistant to vancomycin or linezolid as planktonic cells. However, 4.5% of isolates
showed intermediate MIC values for vancomycin as biofilm cells, and 6% of the isolates were
resistant to linezolid as biofilm cells.
Antibiotic susceptibility and biofilm index
We observed higher BI and MBEC values compared to the MIC values for the following antibi-
otics: amikacin (p< 0.0001), vancomycin (p< 0.0001), linezolid (p< 0.0001), oxacillin
(p< 0.0001), ciprofloxacin (p = 0.0005), and chloramphenicol (p< 0.0001) (Fig 3). This analy-
sis was not determined for erythromycin and trimethoprim because several isolates had values
above the upper limit of detection (>1024 mg/L) in both planktonic and biofilm cells.
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Fig 1. Pulsed-field gel electrophoresis dendrogram and biofilm production of S. hominis isolates.
1Biofilm production level: OD <0.12 negative, 0.12–0.24 weak and >0.25 strong. Neg: negative. 2All: positive
for icaR, icaA, icaD, icaB, and icaC. 3ND non-determinate. 4Similarity coefficients were generated from a
similarity matrix calculated with the Jaccard coefficient using SPSS 22.0 software.
doi:10.1371/journal.pone.0144684.g001
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Fig 2. Biofilm detachment with NaIO4, proteinase K and DNase. Biofilm detachment level of 64 biofilm producers S. hominis isolates after treatment with
NaIO4, proteinase K and DNase.
doi:10.1371/journal.pone.0144684.g002
Table 1. Antibiotic resistance of biofilm and planktonic cells of the isolates.
(mg/L)b
Antibiotic a Cells MIC50 MBEC50 MIC90 MBEC90 %R (n)
c %S (n)c
ERY Planktonic 256 512 77.6 (52) 23.4 (15)
Bioﬁlm > 1024 > 1024 88.1 (59) 11.9 (8)
TMP Planktonic 64 256 79.1 (53) 20.9 (14)
Bioﬁlm 512 > 1024 82.1 (55) 17.9 (12)
AMK Planktonic 1 2 3 (2) 97 (65)
Bioﬁlm 4 16 9 (6) 91 (61)
VAN Planktonic 0.5 1 0 (0) 100 (67)
Bioﬁlm 2 4 4.5 (3)* 95.5 (64)
LZD Planktonic 1 1 0 (0) 100 (67)
Bioﬁlm 2 4 6 (4) 94 (63)
OXA Planktonic 2 256 85 (57) 15 (10)
Bioﬁlm 8 512 92.5 (62) 7.5 (5)
CIP Planktonic 8 64 58.2 (39) 41.8 (28)
Bioﬁlm 32 128 62.7 (42) 37.3 (25)
CHL Planktonic 8 64 22.4 (15) 77.6 (52)
Bioﬁlm 8 128 44.8 (30) 55.2 (37)
aERY: erythromycin; TMP: trimethoprim; AMK: amikacin; VAN: vancomycin; LZD: linezolid; OXA: oxacillin; CIP: ciproﬂoxacin; CHL: chloramphenicol.
bMIC50 and MIC90: minimal concentrations that inhibit 50% and 90% of isolates, respectively (planktonic cells). MBEC50 and MBEC90: minimum
concentrations that eradicate the bioﬁlm of 50% and 90% of isolates, respectively. Values in bold indicate a signiﬁcant difference in MICs and MBECs
between planktonic and bioﬁlm cells;
c %R and %S: percentage of isolates resistant and susceptible, respectively. This classiﬁcation was according to cut-offs of proposed by the CLSI.
*Value intermediate.
doi:10.1371/journal.pone.0144684.t001
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Determinations at higher concentrations could not be performed because the antibiotic
does not dilute at such concentration; therefore, we could not analyse the difference between
MBEC and MIC values for these antibiotics.
Discussion
Understanding the relative pathogenicity and virulence of S. hominis is crucial, in light of the
recent increase antibiotic-resistant S. hominis infections, particularly those resistant to vanco-
mycin and linezolid and those carrying the SCCmec gene.[10, 37] Recent phenotypic and
molecular characterisations of S. hominis clinical isolates have found that S. hominis has low
clonality, high methicillin resistance, and variable biofilm production. These studies have
shown that S. hominis isolates frequently carry themecA gene (likely as new SCCmec complex
types), with a high prevalence of the icaADBC gene.[11–13, 22, 38] Herein, we have demon-
strated that clinical isolates of S. hominis are less susceptible to antibiotics as biofilm cells.
Some studies have shown that production of biofilm in S. hominis is likely ica-independent,
such as has been reported for S. epidermidis, S. haemolyticus, S. aureus and S. lugdunensis. [16,
22, 39–41]. The S. hominis isolates included in this study were strong biofilm producers, had a
high frequency of the icaD gene and a low expression of this gene (6.66%). Has been proposed
that icaD has co-expression with the icaA gene, which is responsible for polysaccharide synthe-
sis by the production of N-acetylglucosamine oligomers and complete transferring the growing
sugar chain to the cell surface. [35, 42] In this study, the icaD expression was demonstrated
only in one isolate and NaIO4, proteinase K and DNase showed similar effect on reduction
Fig 3. Increase BI mean and correlation with the differences in values observed betweenMIC and MBEC for all 67 isolates: no difference, one-fold
increase, two-fold increase, three-fold increase. *Indicates a correlation between increases in antibiotic resistance (between MBEC and MIC) and BI
mean. p < 0.05 by both ANOVA and Chi-square tests.
doi:10.1371/journal.pone.0144684.g003
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biofilm biomass (Fig 2). Therefore, the N-acetylglucosamine is not the major component, but
one of the components of biofilm in S. hominis.
Biofilm production is an important virulence factor because biofilms facilitate bacterial
adherence to biomedical surfaces (e.g. catheters, prosthetics, and cardiac valves) and entrance
into the bloodstream.[19] Notably, this species has not previously been categorised as a major
biofilm producer. Two previous studies reported that less than half of the S. hominis isolates
were biofilm producers, or that the isolates were weak biofilm producers. However, these
studies were performed on isolates obtained from surgical wounds, blood, catheters, or cere-
brospinal fluid.[17, 22, 43] The discrepancy in the ability of these isolates to produce biofilm
compared to the isolates we examined may be explained by the origin of the specimens used.
Our strains were causative agents of laboratory-confirmed bloodstream infections and exclu-
sively isolated from blood; therefore, these strains likely produced biofilm as a way to get into
the bloodstream.
We observed differences in susceptibility between planktonic and biofilm cells for all antibi-
otics tested. Overall, isolates were more resistant to antibiotics as biofilms (Table 1). Cells may
be more resistant to antibiotics as biofilms because they have reduced metabolic and growth
rates (particularly cells deep within the biofilm), or because the biofilm matrix may adsorb or
react with the antibiotics, thereby reducing the amount of antibiotics available to interact with
cells in the biofilm. Another possibility is that the biofilm cells may have antibiotic tolerance.
As a result of these factors, cells in the biofilm may be physiologically distinct from planktonic
cells and, thus, express specific protective factors.[19, 20]
Antibiotic treatment protocols based on standard in vitro susceptibility tests designed for
planktonic bacteria may fail to eradicate biofilm-producing S. hominis infections. This possibil-
ity is particularly concerning for monotherapies with vancomycin or linezolid, antibiotics to
which S. hominis biofilms were remarkably resistant. Given these data, it may be more useful to
base S. hominis treatment protocols on in vitro antibiotic susceptibility tests on biofilm cells.
Our results are in agreement with reports on other CoNS species.[21] Caution should be
taken before extrapolating these results to all CoNS species because of the high phenotypic and
genetic variability in this species.
The BI value was associated with differences between the MBEC and MIC values. For exam-
ple, with increasing BI values, we saw increasing differences between the MBEC and MIC val-
ues (Fig 3). This result suggests that the level of biofilm production may be proportional to the
increase in antibiotic resistance. However, this possibility should be verified with more assays
evaluating the biofilm structure and composition.
Planktonic cells were highly resistant to erythromycin, trimethoprim, oxacillin, and cipro-
floxacin. Methicillin resistance andmecA gene frequency were also high (85%). Most isolates
carried a non-typeable SCCmec complex, with a high percentage containing bothmec complex
A and ccrAB1. These results have been previously reported; however, it is important to con-
tinue monitoring the SCCmec complex in S. hominis, which often carries novel SCCmec types.
[11–13] In this study, we detected a clone of 5 isolates that was strong biofilm producer, and
isolates were collected from the paediatric intensive care unit. Several outbreaks of bloodstream
infections among neonates and adults have been attributed to S. hominis subsp. novobiosepti-
cus, which may account for the dissemination of these clones in the hospital environment.
Additionally, S. hominis colonisation is frequently detected on the hands of nurses with skin
lesions.[3, 44]
In conclusion, the S. hominis isolates analysed in this study were highly resistant to methicil-
lin and other antimicrobials. Most of the SCCmec types detected were different from those
described for S. aureus. We detected four clones, but in general, the isolates showed low
clonality. The results of this study indicate that S. hominis is strong biofilm producer with an
Antibiotic Susceptibility of Biofilm Cells of Staphylococcus hominis
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extracellular matrix with similar composition of proteins, DNA and N-acetylglucosamine. In
addition, this species presents a high frequency of icaD gene and low expression of icaD. The
biofilm production level is associated with antibiotic resistance.
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Abstract 
Herein, we report the draft-genome sequences and annotation of two opportunistic pathogenic 
strains of Staphylococcus cohnii from human isolates. One strain (SC-57) was isolated from blood 
from a male patient in May 2006 and the other (SC-532) from a catheter from a male patient in June 
2006. 
Similar to other genomes, most genes (42%) of both strains are involved in metabolism of amino 
acids and derivatives, carbohydrates and proteins. Eighty (4%) genes are involved in virulence, 
disease, and defense and both species show phenotypic low biofilm production and evidence of 
increased antibiotic resistance associated to biofilm production.  
From both isolates, a new SCCmec was detected: (mec class A, ccr type 1). 
This is the first report of whole genome sequences of opportunistic S. cohnii isolated from human 
patients. 
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Introduction 
Coagulase-negative staphylococci (CoNS) are opportunistic pathogens in humans and other animal 
species. Some of these species are normal microbiota of human skin and mucous membranes and 
are frequently detected as contaminants of microbiological cultures [1, 2]. The increasing frequency 
of CoNS as opportunistic pathogens has been attributed in part to the use of medical devices, such 
as intravascular catheters and prostheses [3]. This has been related to the production of biofilm by 
some CoNS species since biofilm allows the adherence of bacteria to plastic medical devices. The 
biofilm may protect bacteria against immunological host defense mechanisms and antimicrobial 
therapy [4]. The formation of biofilm has been associated with the presence of the ica operon that 
encodes for the expression of a polysaccharide intercellular adhesin (PIA). This operon has been 
studied mainly in Staphylococcus epidermidis [5]. 
Staphylococcus cohnii is part of the CoNS group and has been isolated from human and non-human 
primates [6]. Increasing evidence suggests that is an important opportunistic pathogen for humans 
[7, 8]. There is only one published draft genome sequence of one strain of S. cohnii isolated from a 
hospital environment in China but none has been described from human sources [9]. Here, we 
report the draft-genome sequences and annotation of two opportunistic strains of S. cohnii isolated 
from human patients. One strain was isolated from blood from a male patient in May 2006 and the 
other from a catheter in June 2006. 
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Organism information 
Classification and features 
S. cohnii strains SC-57 and SC-532 were classified as causative agents of bacteremia and catheter-
related blood stream infection, respectively. Strains were recovered from patients in a tertiary 
hospital in Monterrey, Mexico. For isolate SC-57 a blood culture bottle was incubated using the 
Versatrek system (TREK Diagnostic Systems, Oakwood Village, Ohio). Subculture of the bottle was performed 
on 5% blood agar, and the plate was incubated at 35°C for 24-48 h. The SC-532 isolate was 
cultured from a catheter tip using the Maki method [10]. The Gram reaction of cells of strains SC-
57 and SC-532 was determined with air-dried smears of liquid cultures that were fixed with 
methanol and Gram stained with DIFCO kit reagents. For light microscopy, cells were observed 
with a Zeiss Axio Imager A1 (Jena, Germany) microscope. Cells stained Gram-positive and had a 
spherical shape in exponential growth phase (Figure 1). Classification and general features of 
isolates SC-57 and SC-532 in accordance with minimum information about genome sequence 
(MIGS) specifications [11] are shown in Table 1. 
 
Biofilm production, and typing of the ica operon 
The biofilm production of each strain was investigated by the Christensen method [12, 13] with the 
modifications suggested for the normalization approaches that compensate for differences in growth 
rate. All isolates were tested in quadruplicate in two different experiments conducted on different 
days. Isolates with an OD ≥ 0.25 were considered strong biofilm producers, whereas isolates with 
an OD between 0.15 and 0.24 were regarded weak biofilm producers. For quantitative analysis, the 
biofilm index was determined, data for each experiment were analyzed by dividing the mean 
bioﬁlm OD570 measurement (three wells per isolate) by the total cells OD600 measurement (biofilm 
index = total cells OD600 / biofilm density OD570). Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 
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(biofilm producer) and S. hominis ATCC 27844 (biofilm non-producer) were used as control 
organisms. 
DNA was obtained by phenol-chloroform extraction. Genes in the ica operon (icaA, icaD, icaB, 
icaC and icaR) were detected by multiplex PCR as described previously [14].  
Both isolates were biofilm producers and were classified as weak biofilm producers (Table 5). None 
of the isolates amplified for the ica genes. 
 
Antibiotic susceptibility of planktonic cells and Minimum Biofilm Eradication Concentration 
(MBEC)  
Antibiotic susceptibility of planktonic cells was performed using the broth microdilution method as 
recommended by the CLSI [15]. The antibiotics tested were erythromycin, trimethoprim, amikacin, 
vancomycin, linezolid, oxacillin, ciprofloxacin and chloramphenicol (Sigma-Aldrich, Toluca, 
Mexico). Isolate 57 was resistant to oxacillin, ciprofloxacin, amikacin, trimethoprim and 
chloramphenicol. Isolate 532 was resistant to oxacillin, amikacin, and trimethoprim. Minimum 
inhibitory concentration values obtained for each antibiotic are shown in Table 6. 
The Minimum Biofilm Eradication Concentration was performed by the method reported by Ceri, H 
et al.[16]. Bacterial biofilms were grown in polystyrene pegs; the Calgary Biofilm Device (CBD) 
utilized a microtiter plate (the MBEC™-Physiology and Genetics assay) as well as the manufacturer 
(Innovotech, Edmonton, AB, Canada). The MBEC increased significantly for amikacin and 
erythromycin for both isolates and for vancomycin and linezolid for isolate SC-532. 
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Methicillin resistance and SCCmec typing  
Methicillin resistance was determined by the disk diffusion method according to the Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) [15] and mecA was detected by PCR [17, 15]. A standard 
methicillin-sensitive S. aureus strain (S. aureus ATCC 43300) and methicillin-resistant S. aureus 
strain (S. aureus ATCC 25923) were used as quality control organisms. 
Typing of the elements of the SCCmec, ccr, mec class was performed as previously described by 
Zhang et al.[17] and Kondo et al. [18]; ccrAB4 typing was performed using the method described 
by Oliveira et al. [19] with modifications proposed by Zhang et al. [20]. All SCCmec typing 
experiments were performed in duplicate. Both isolates were methicillin resistant and amplified for 
mecA. From both isolates, a new SCCmec was detected: (mec class A, ccr type 1) (Table 5).  
 
16S rRNA gene analysis 
All 16S rRNA sequences found in our strains were 100% similar; therefore, we only used one 
sequence for phylogenetic analysis. Figure 2 show a rectangular cladogram of our representative 
16S rRNA sequence along all sequences in Hu et al. [9], including their published S. cohnii subsp. 
cohnii strain hu-01. Briefly, the FindModel tool available at the HIV Molecular Immunology 
Database [21] was used to find the best model of nucleotide substitution (General Time Reversible 
or GTR plus Gamma was selected based on the Akaike information criterion, initial tree constructed 
using Weighbor). Sequences were aligned using Clustal W2 [22] and uploaded in DAMBE [23] to 
build a phylogenetic tree using a Maximum Likelihood method. Our results indicate an identical 
tree topology compared to the one in Hu et al. [9], with our sequence being more closely related to 
S. cohnii subsp. urealyticus [24] (Figure 2). 
We additionally investigated the relationship between our Staphylococcus strains and human skin 
Staphylococcus. A total of 191 16S rRNA sequences from a study published by Grice et al. [1] were 
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downloaded from the Ribosomal Database Project [25]. This study found Staphylococcus in only 
one out of five healthy subjects and presumed that this one subject was subclinically colonized with 
this genus. These sequences were originally obtained from antecubital fossa (inner elbow) skin from 
the right (67 sequences) and left arms (124 sequences) of one healthy human [1]. The sequences 
were processed as described above along with our 16S rRNA sequence in addition to S. cohnii 
subsp. cohnii strain hu-01 [9] and S. cohnii subsp. urealyticus (AB009936) [24]. This analysis 
showed a distinctive cluster of our sequence, strain hu-01, and S. cohnii subsp. urealyticus (as 
shown above) that is separated (100% bootstrap support) from all other human skin Staphylococcus 
previously reported [1] with the exception of a cluster composed of only 4 sequences (in RDP: 
S001025337, S001025363, S001025362, S001025422) obtained from the right arm (results not 
shown).  
 
Genome sequencing information  
Genome project history 
The two genomes were selected for sequencing on the basis of their clinical relevance and isolation 
source. Sequencing and annotation were performed at the Molecular Research DNA Laboratory, 
Shallowater, Texas, United States of America. The draft genomes sequences were completed on 
November 21, 2014. The genomes project are deposited in the Genomes OnLine Database 
(GOLD) as projects Gp0119449 (SC-57) and Gp0119481 (SC-532). This Whole Genome Shotgun 
project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accessions LATU00000000 (SC-
57) and LATV00000000 (SC-532). The versions described in this paper are versions 
LATU01000000 and LATV01000000, respectively. The project information and its association 
with MIGS version 2.0 compliance are presented in Table 2 [11]. 
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Growth conditions and genomic DNA preparation  
Both isolates were cultured onto 5% blood agar, and the plates were incubated at 35°C for 24-48 h. 
CoNS were determined based on colony morphology, Gram staining, positive catalase test, and a 
negative tube coagulase. The strains were identified to the species level using the API Staph kit 
(bioMérieux, France) according to manufacturer instructions.  
On API galleries, both isolates were positive for acidification glucose, fructose, mannose, maltose, 
lactose, trehalose and N-acetyl-glucosamine, production of N-acetyl-methyl-carbinol (Voges-
Proskauer) and urease. Isolates were negative for acidification xylitol, melibiose, raffinose, xylose, 
saccharose, methyl-αD-glucopyranoside, reduction of nitrates to nitrites and arginine dihydrolase. 
Species identification was confirmed by partial sequencing of the 16S rRNA gene [26]. Sequencing 
was performed at the Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México. DNA 
sequences were compared to genes in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
GenBank using the BLAST algorithm [27]. For genome sequencing, genomic DNA was obtained 
using a commercial DNA extraction kit. The concentration and purity of DNA was measured in a 
Spectrophotometer Beckman DU 640 (Minnesota, USA). Pure DNA was sent to Molecular 
Research LP (Shallowater, TX, USA).  
Genome sequencing and assembly 
Deep sequencing was carried out using MiSeq 2x250 bp sequencing [28]. DNA libraries were 
prepared using Nextera DNA sample prep kits to create individual barcode indices. At least 0.8 
gigabases of nucleotide sequences were generated. 
 
Genome annotation 
The generated data was analyzed using MG-RAST metagenome analysis server [29] using both 
assembled and unassembled data. An evidence-based annotation approach was used for annotation 
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of metagenomic sequences [30, 31]. Sequences were using BlastX against protein databases with an 
E-value cutoff of 1x10-5. Predicted genes were classified and tabulated into functional categories 
from lower (individual genes) to higher (cellular processes) orders. The draft genomes were 
annotated using the standard operation procedure of the Integrated Microbial Genomes Expert 
Review (IMG-ER) platform developed by the Joint Genome Institute, Walnut Creek, CA, USA 
[32]. For the prediction of signal peptides and transmembrane domains, SignalP 4.1 Server [33, 34] 
and TMHMM Server v. 2.0 [35] were used, respectively. Assignment of genes to the COG 
database [36, 37]and Pfam domains [38] was performed with WebMGA server [39]. CRISPR 
regions were identified with CRISPRFinder [40, 41] 
 
Genome properties 
The SC-57 draft genome contains 2,370,303 bp. The reads were assembled into 20 contigs with 76 
RNAs and 2,724 CDSs. The SC-532 draft genome contains 2,353,590 bp. The reads were 
assembled into 16 contigs with 74 RNAs and 2,714 CDSs (Table 3). The distribution of genes into 
COG functional categories is presented in Table 4. Subsystem information of strains is shown in 
Figures 3 and 4. 
Similarly to other genomes, most genes (42%) of both strains are involved in metabolism of amino 
acids and derivatives, carbohydrates, and proteins. Eighty genes (4%) are involved in virulence, 
disease, and defense. Metabolic pathways of strains are shown in Figures 5 and 6. 
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Insights from the genome sequence 
There are 2032 features in common to both strains. On the other hand, there are 5 features that were 
present in strain SC-57 but absent in strain SC-532. One topoisomerase (replication initiation 
protein), two related to sucrose metabolism (one sucrose operon repressor and one sucrose 
permease), one threonine dehydrogenase, and one L-alanyl-gamma-D-glutamyl-L-diamino acid 
endopeptidase. These differences were not enough to change the scenarios (representation of 
components of a metabolic reaction network; for example, aspartate to diaminoheptanedioate in the 
KEGG map of lysine biosynthesis) for both strains. In other words, all scenarios were the same for 
both strains (information not shown). 
 
Biofilm and resistance genes detected 
 
For both isolates, the gene for icaC for PIA biosynthesis was detected, which may be involved in 
the low biofilm production.  As described before, none of the isolates amplified for the ica genes, 
but this PCR was designed for PIA of S. epidermidis. 
Putative genes for resistance to teicoplanin, aminoglycosides, fluoroquinolones, and  
beta-lactamase as well as genes for copper, cobalt, mercury, cadmium, chromium, and arsenic 
resistance were detected (Table 7).  
As shown in resistance results, both isolates were resistant to the aminoglycoside amikacin, which 
may be explained by the presence of aminoglycoside adenylyltransferases. Additionally, isolate SC-
57 was resistant to ciprofloxacin, which may be associated to the presence of DNA gyrase subunit 
A and B and topoisomerase IV subunit A and B, which encode resistance to fluoroquinolones. 
Furthermore, genes encoding BceA, BceR and BceS were detected. These are related to bacitracin 
resistance. In Bacillus subtilis, confers resistance to bacitracin, mersacidin, and actagardine [42, 43]. 
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Elements of the SCCmec detected 
 
The SCCmec of both isolates had a class A mec gene complex composed of methicillin resistance 
repressor (mecI), methicillin resistance regulatory sensor transducer (mecR1), penicillin binding 
protein (PBP2a), and methicillin resistance determinant MecA (all within the same contig); 
Furthermore, cassette chromosome recombinase B (ccrB) and cassette chromosome recombinase A 
(ccrA) (both within the same contig), and the insertion sequence IS431, were detected. 
The nucleotide composition and their place in the genome for both mecA and MecR1 are common 
to other Staphylococci. Interestingly, Zong et al. presented a new SCCmec element in S. cohnii and 
the complete sequence is publicly available (51,384 bp) [44]. This new SCCmec element also 
possesses the MecA and MecR1 sequences but also possess in between a short 99 bp-long sequence 
(CTGCTACACCTCCATATCACAAAAATTATAACATTATTTTGACA 
TAAACACTACATTTGTAATATACTACAAATGTAGTCCTATATAAGGAGGATATTG), 
which is absent in our strains. This sequence is also absent in the complete sequence of an SCCmec 
genomic island of strain HT20040085 of Staphylococcus aureus subsp. aureus (GI:696158524) 
[45]. However, a BLAST search for this little sequence yielded 100% similarity with S. 
saprophyticus (AB353724), 99% similarity with S. fleurettii (AB546266), and 97% similarity with 
many S. aureus (these differences with S. aureus were due to one transversion <G by T> and two 
transitions <C by T>).  
 
Extended insights 
Comparison with S. saprophyticus subsp. saprophyticus (ATCC 15305) genome 
From all genomes available in the SEED Viewer, both of our strains showed high similarity with 
other Staphylococcus spp. but the highest scores were given to S. saprophyticus subsp. 
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saprophyticus (ATCC 15305). There were 134 and 131 functioning parts (defined by having genes 
for all the functional roles that comprise a variant of a subsystem) that were present in strain SC-57 
and SC-532, respectively, but absent in ATCC 15305 (Additional file 1). On the other hand, there 
were 102 and 103 functioning parts that were present in ATCC 15305 but absent in strain 57 and 
532, respectively (Additional file 2). 
 
Conclusions 
A high similarity was detected among the genomes of S. cohnii strains SC-57 and SC-532. Most 
genes of both strains were involved with metabolism of amino acids and derivatives, carbohydrates 
and proteins. Eighty genes were involved in virulence, disease and defense. Both strains showed 
phenotypic biofilm production and icaC gene for PIA biosynthesis was detected in the two 
genomes. A new SCCmec was detected (mec class A, ccr type 1) for both isolates. We detected 
evidence of increased antibiotic resistance associated with biofilm production. These strains were 
isolated as opportunistic human pathogens. Therefore their genome sequence will provide insight 
into the genetic background of virulence and antibiotic resistance of this species.  
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SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec, OD: optical density, MBEC: Minimum 
Biofilm Eradication Concentration. 
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Table 1.  Classification and general features of Staphylococcus cohnii strains SC-57 and 
SC-532 [11]  
 
MIGS ID Property Term 
Evidence 
codea 
Classification Domain Bacteria TAS [46] 
Phylum Firmicutes TAS [47] 
Class Bacilli TAS [47]  
Order Bacillales TAS [47]  
Family Staphylococcaceae TAS [48] 
Genus Staphylococcus TAS [49] 
Species Staphylococcus cohnii TAS [50] 
Strains: SC-57 (LATU00000000) and SC-532 
(LATV00000000) IDA 
Gram stain Positive IDA 
Cell shape coccus IDA 
Motility Nonmotile IDA 
Sporulation Nonsporulating IDA 
Temperature range 15-45°C IDA  
Optimum temperature 37°C IDA  
pH range; Optimum 6.5-7.5, 7 IDA 
Carbon source D-mannitol, fructose, trehalose IDA 
MIGS-6 Habitat Skin IDA 
MIGS-6.3 Salinity Tolerates 10% NaCl (w/v) IDA  
MIGS-22 Oxygen requirement Facultative anaerobic IDA 
MIGS-15 Biotic relationship Free living IDA  
MIGS-14 Pathogenicity Opportunistic pathogenic IDA 
MIGS-4 Geographic location Monterrey, Mexico IDA  
MIGS-5 Sample collection May 23, 2006 (SC-57), June 8, 2006 (SC-532) IDA 
MIGS-4.1 Latitude 25.6714. IDA 
MIGS-4.2 Longitude -100.309 IDA 
MIGS-4.4 Altitude 534 m IDA 
a
 Evidence codes - IDA: Inferred from Direct Assay; TAS: Traceable Author Statement (i.e., a direct report 
exists in the literature); NAS: Non-traceable Author Statement (i.e., not directly observed for the living, 
isolated sample, but based on a generally accepted property for the species, or anecdotal evidence). These 
evidence codes are from the Gene Ontology project [51] 
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Table 2. Genome sequencing project information. 
MIGS ID Property SC-57 SC-532 
MIGS-31 Finishing quality High-quality draft High-quality draft 
MIGS-28 Libraries used 2x250 bp 2x250 bp 
MIGS-29 Sequencing platforms MiSeq Illumina MiSeq Illumina 
MIGS-31.2 Fold coverage >40x (based on 500 bp 
library) 
>40x (based on 500 bp 
library) 
MIGS-30 Assemblers NGEN-Assembler NGEN-Assembler 
MIGS-32 GenBank ID LATU00000000 LATV00000000 
 GenBank date of Release April 15, 2015 April 15, 2015 
 GOLD ID  Gp0119449 Gp0119481 
 BIOPROJECT PRJNA279286 PRJNA279286 
MIGS-13 Source Material Identifier SAMN03449103 SAMN03449104 
 Project relevance Clinical Clinical 
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Table 3. Genome statistics 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SC-57 SC-532 
Attribute Value % of Total Value % of Total 
Genome size (bp) 2370303 100 2353590 100 
DNA coding (bp) 2369466 99.96 2352561 99.96 
DNA G+C (bp) 790685 33.36 785184 33.36 
DNA scaffolds 2652 n/a 2643 n/a 
Total genes 2,756 n/a 2640 n/a 
Protein coding genes 2650 100 2640 100.0 
RNA genes 76 2.76 74 2.79 
Pseudo genes 37 1.34 37 1.39 
Genes in internal clusters 232 8.75 211 7.99 
Genes with function prediction 2256 85.13 2155 81.63 
Genes assigned to COGs 1999 75.43 1982 75.08 
Genes with Pfam domains 2284 86.19 2263 85.72 
Genes with signal peptides 61 2.30 61 2.31 
Genes with transmembrane helices 668 25.21 673 25.49 
CRISPR repeats 1 n/a 1 n/a 
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Table 4. Number of genes associated with general COG functional categories. 
 
 SC-57 SC-532  
Code Value % age Value % age Description 
J 198 8.92 199 9.05 Translation, ribosomal structure and biogenesis 
A 82 3.69 81 3.69 RNA processing and modification 
K 153 6.89 151 6.87 Transcription 
L 102 4.59 100 4.55 Replication, recombination and repair 
B 1 0.05 1 0.05 Chromatin structure and dynamics 
D 27 1.22 27 1.23 Cell cycle control, Cell division, chromosome partitioning 
V 48 2.16 43 1.96 Defense mechanisms 
T 67 3.02 67 3.05 Signal transduction mechanisms 
M 101 4.55 101 4.6 Cell wall/membrane biogenesis 
N 4 0.18 4 0.18 Cell motility 
U 14 0.63 14 0.64 Intracellular trafficking and secretion 
O 82 3.69 81 3.69 Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
C 117 5.27 117 5.32 Energy production and conversion 
G 170 7.66 168 7.64 Carbohydrate transport and metabolism 
E 206 9.28 205 9.33 Amino acid transport and metabolism 
F 88 3.96 86 3.91 Nucleotide transport and metabolism 
H 142 6.4 141 6.41 Coenzyme transport and metabolism 
I 99 4.46 98 4.46 Lipid transport and metabolism 
P 144 6.49 144 6.55 Inorganic ion transport and metabolism 
Q 47 2.12 47 2.14 Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 
R 200 9.01 197 8.96 General function prediction only 
S 167 7.52 168 7.64 Function unknown 
- 651 24.57 658 24.92 Not in COGs 
The total is based on the total number of protein-coding genes in the genome. 
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Table 5. Microbiological and molecular characteristics of our strains.  
Isolate N°  Specimen  SCCmec type Biofilm production Biofilm index  
SC-57  Blood  New (mec class A, ccr type 1)  
Weak 
(OD=0.190)  0.572  
SC-532  Catheter  New (mec class A, ccr type 1)  Weak (OD=0.150)  0.515  
OD: optical density 
 
Table 6. Minimal inhibitory concentrations obtained for each antibiotic in both biofilm and 
planktonic cells. 
 
 
 Minimal inhibitory concentrations (μg/mL) 
Isolate Cells OXA AMI VAN ERY TMP CIP TET LIN 
SC-57 
Planktonics 8 32 0.25 0.25 64 16 1 1 
Biofilm 16 >128 0.25 >1024 128 32 1 1 
SC-532 
Planktonics 2 16 0.5 0.25 8 0.5 <0.06 1 
Biofilm 4 64 2 32 8 0.5 0.06 4 
ERY: erythromycin; TMP: trimethoprim; AMI: amikacin; VAN: vancomycin; LZD: linezolid; OXA: 
oxacillin; CIP: ciprofloxacin; CHL: chloramphenicol.  
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Table 7. Biofilm and resistance to antibiotics and toxic compounds genes detected in both 
isolates. 
Category Subcategory Subsystem Role 
Regulation and 
Cell signaling 
Quorum sensing 
and biofilm 
formation 
Biofilm formation in 
Staphylococcus 
Polysaccharide intercellular adhesin (PIA) 
biosynthesis protein IcaC 
Virulence, 
Disease and 
Defense 
Resistance to 
antibiotics and 
toxic compounds 
Teicoplanin resistance Teicoplanin resistance associated 
membrane protein TcaA 
   Teicoplanin resistance associated 
membrane protein TcaB 
   Teicoplanin-resistance associated HTH-
type transcriptional regulator TcaR 
  Aminoglycoside 
adenylyltransferases 
Spectinomycin 9-O-adenylyltransferase 
  Fluoroquinolones 
resistance 
DNA gyrase subunit B  
   DNA gyrase subunit A  
   Topoisomerase IV subunit B 
   Topoisomerase IV subunit A 
  Beta-lactamase Beta-lactamase  
   Beta-lactamase repressor BlaI 
  Copper homeostasis Copper-translocating P-type ATPase  
   Copper resistance protein D 
  Cobalt-zinc-cadmium 
resistance 
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein 
   Zn(II) and Co(II) transmembrane diffusion 
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facilitator 
   Transcriptional regulator, MerR family 
  Mercuric reductase PF00070 family, FAD-dependent NAD(P)-
disulphide oxidoreductase 
   Mercuric ion reductase 
  Mercury resistance 
operon 
Organomercurial lyase  
   Mercuric ion reductase  
   Mercuric resistance operon regulatory 
protein 
   Membrane component of multidrug 
resistance system 
   TetR family regulatory protein of MDR 
cluster 
  Cadmium resistance Cadmium resistance protein 
   Cadmium efflux system accessory protein 
   Cadmium-transporting ATPase  
  Chromium resistance Chromate transport protein ChrA 
    
  Arsenic resistance Arsenical-resistance protein ACR3 
   Arsenical resistance operon repressor 
   Arsenic efflux pump protein 
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Figure 2. Rectangular cladogram showing the relationship between 16S rRNA gene sequences of 
the genus Staphylococcus. The names and corresponding accession numbers are shown, including 
the S. cohnii (SC) sequence from this study. The tree is based on the maximum likelihood method 
with the GTR substitution model, rate heterogeneity among sites modeled by a gamma distribution, 
and 1000 bootstrap samples. The number at the nodes represents bootstrap support. Generated with 
DAMBE v. 5.3.74 [23] with the 'Quick add' option on, and the number of branches allowed to cross 
during tree searching set to 1 for local optimization. Bacillus subtilis subsp. subtilis (AB598736) 
was chosen as the out-group to root the tree. 
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Figure 1. Gram stain of isolates DC-57 (a) and SC -557 (b)  
Figure 3. Subsystem information of strain SC-57. 
Figure 4 Subsystem information of strain SC-532. 
Figure 5. Metabolic pathways of strain SC-532 
Figure 6 Metabolic pathways of strain SC-57 
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